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Les neurotrophines (NT) sont des facteurs de croissance initialement 
découverts dans le système nerveux et ayant pour rôle de contrôler la croissance, la 
prolifération et la survie des cellules neuronales et astrocytaires [1]. Leur rôle 
pléiotrope s’est ensuite étendu à de nombreux autres tissus tels que le foie, le 
pancréas, le tube digestif, les tissus synoviaux, le système immunitaire. Les NT les 
plus étudiées sont le NGF (Nerve Growth Factor), le BDNF (Brain-Derived 
Neurotrophic Factor), la neurotrophine 3 (NT-3 ou NTF-3 : Neurotrophin Factor-3) et 
la neurotrophine 4/5 (NT-4/5) [2-4]. 
Les NT sont des neuropeptides synthétisés sous forme de précurseurs (pré- 
et pro-neurotrophines) qui subissent une série de clivages protéolytiques à différents 
niveaux, dans le réticulum endoplasmique, dans l’appareil de Golgi et dans le milieu 
extracellulaire. Ce processus de maturation peut ne pas aller à son terme, générant 
des formes immatures, les pro-neurotrophines (pro-NT). Les fonctions biologiques 
des NT et des pro-NT sont différentes et peuvent intervenir dans l’homéostasie 
cellulaire notamment la balance survie / apoptose.  
Les neurotrophines peuvent interagir avec leurs récepteurs de haute affinité Trks 
(Tropomyosin-related kinase) : TrkA (NTRK1), TrkB (NTRK2) et TrkC (NTRK3), qui 
lient respectivement le NGF, le BDNF (et la NT-4/5) et la NT-3. Ces interactions 
favorisent la survie cellulaire dans des conditions de stress cellulaire [4, 5].  
Les pro-NT interagissent également avec un autre récepteur, p75NTR, un 
récepteur à domaine de mort. L’interaction des pro-NT avec un récepteur hétéro-
dimérique formé de p75NTR et d’un co-récepteur, la sortiline, induit la mort cellulaire 
[6-10]. La sortiline est exprimée dans les lymphocytes B humains, les lignées de 
lymphome B et de myélome au sein desquels elle régule négativement une boucle 
de survie anti-apoptotique induite par la liaison du BDNF au récepteur TrkB, le 
complexe p75NTR/sortiline induisant la mort cellulaire après liaison au pro-BDNF [11]. 
Le récepteur p75NTR peut également induire la survie cellulaire, notamment par son 
interaction avec les récepteurs Trks.  
Les NT et leurs récepteurs apparaissent ubiquitaires au niveau des cellules du 
système immunitaire, le NGF, le BDNF et la NT-3 pouvant induire la prolifération, 
l’activation ou la survie de ces cellules en situations basale, inflammatoire ou pro-
apoptotique [12-15]. 




Les travaux précédemment réalisés au sein de notre équipe ont mis en 
évidence une boucle de régulation autocrine, dépendantes des NT, au sein des 
lignées lymphocytaires B humaines, à différents stades de différenciation. En 
réponse à un stress cellulaire induit par une privation sérique et/ou l’induction de 
l’apoptose par activation de Fas, les cellules produisent du BDNF qui agit de manière 
autocrine sur son récepteur spécifique, TrkB [11]. L’induction de la production du 
BDNF impliquait une régulation de la production et de la sécrétion de ce 
neuropeptide dans les cellules. Le transport du BDNF est assuré par la sortiline, une 
protéine à domaine Vps10, également connue comme co-récepteur de p75NTR. Il a 
été démontré pour la première fois que la sortiline était exprimée dans les 
lymphocytes B, quel que soit le stade de leur développement [11]. 
 La sortiline peut également lier un autre neuropeptide, la Neurotensine (NTS), 
et porte également le nom de NTSR3 pour Neurotensin Receptor-3. La neurotensine, 
un petit peptide de 13 acides aminés, a été identifiée dans le système nerveux, où 
elle joue un rôle de neurotransmetteur, impliquée dans l’analgésie et la 
thermorégulation. Elle est également présente dans le tube digestif, où elle est 
impliquée dans la régulation de la digestion et le contrôle et de la glycémie [16-21]. 
La fonction de la neurotensine est associée à l’activation des deux récepteurs à 
protéine G, le récepteur de haute affinité, NTSR1 et le récepteur de faible affinité, 
NTSR2 ainsi qu’au récepteur de type I, non couplé à des protéines-G, NSTR3 (ou 
sortiline). La NTS est impliquée dans l’oncogenèse de nombreux cancers solides via 
sa liaison au récepteur NTSR1 principalement mais également au récepteur NTSR2 
dans des modèles de cancer pancréatique et prostatique. En revanche, les données 
concernant l’implication de la NTS et de ses récepteurs dans l’oncogenèse B restent 
parcellaires, seule la présence de la sortiline ayant été mise en évidence dans 
différentes lignées B matures et plasmocytaires.  
 
L’expression et le rôle régulateur de la NTS et de ses récepteurs n’ayant 
jusqu’alors jamais été étudiés dans les lymphocytes B normaux et cancéreux, ni 
dans les lignées lymphocytaires B, nos objectifs ont été :  
1)- De vérifier l’expression de la NTS et de ses récepteurs à différents stades 
du développement lymphocytaires B, dans des lignées lymphocytaires B dans un 




premier temps, puis dans des lymphocytes B de sujets sains et/ou atteints de 
pathologies lympho-prolifératives B (lymphome B, leucémie lymphoïde chronique).  
2)- De rechercher l’implication de la NTS et de ces récepteurs NTSR1, NTSR2 
ainsi que de la sortiline, dans les mécanismes de survie et d’apoptose cellulaire.  
3)- Plusieurs travaux ont montré l’importance et l’implication de l’axe 
NTS/NTSR-1 dans la cancérogenèse [22, 23]. Etant donné la double fonction de la 
sortiline, à la fois comme récepteur de la neurotensine et des neurotrophines, 
l’objectif de cette étude a également été de rechercher l’interaction potentielle des 
deux voies neuropeptidiques et leurs implications éventuelles dans l’oncogenèse 
lymphocytaire B.  
4)- Le traffic intra-cellulaire de ces récepteurs sera également abordé afin 
d’identifier la possibilité, d’une part, d’une régulation de leur localisation membranaire 
ou endosomale, et d’autre part, de leur sécrétion exosomale.  
  










I. Les neurotrophines  
 
1. Généralités :  
Aux débuts des années 50, Rita Levi-Montalcini et Stanley Cohen ont décrit le 
premier facteur neurotrophique dans du venin de serpent. Ce facteur possède la 
capacité d’induire la croissance de fibres nerveuses dans le ganglion sensoriel 
d’embryons de poulets, effet biologique similaire à celui induit par l’implantation d’un 
sarcome de souris dans des embryons de poulets. Ils démontrèrent ainsi la présence 
de facteurs solubles produits par la tumeur et jouant un rôle important dans 
l’innervation des cellules neuronales [24-27]. Pendant le développement, les cellules 
neuronales produisent des facteurs solubles qui agissent sur leurs cibles, permettant 
ainsi leur survie et leur croissance, que ces deux auteurs nommèrent Nerve Growth 
Factor. En 1954, le Nerve Growth Factor (NGF) est la première neurotrophine à être 
isolée [24-27]. Cette découverte a valu à leurs deux auteurs le prix Nobel de 
Physiologie en 1986 [28].  
Le Brain-Derived Neurpotrophic Factor BDNF est ensuite isolé et purifié par la 
même équipe, à partir de tissus provenant de cerveau de porc [29]. La 
Neurotrophine-3 (NT-3) a été découverte en 1990, au cours d’analyses comparatives 
des séquences du NGF et du BDNF [30-32], puis Finn Hallbook et ses collaborateurs 
ont isolé un autre membre de la famille des neurotrophines chez le xénope ayant 50 
à 60% d’homologie avec le NGF, la Neurotrophine-4 (NT-4) [33] ; dans la même 
période, Lucy Berkemeier et son équipe ont identifié la Neurotrophine-5 (NT-5) chez 
l’Homme [34]. L’analyse phylogénique a montré que ces deux neurotrophines étaient 
horthologues et elles ont donc été nommées neurotrophin-4/5 (NT-4/5) chez les 
mammifères. D’autres horthologues des neurotrophines ont par la suite été 
découverts chez des animaux moins développés, comme la Neurotrophine-6 (NT-6) 
et la Neurotrophine-7 (NT-7) chez les poissons  [35, 36]. 
Les gènes des neurotrophines sont bien conservés au cours de l’évolution et 
dérivent d’un même gène ancestral commun [37]. Les gènes du NGF, BDNF, NT-3 
et de la NT-4/5 sont paralogues. Chez l’Homme, ils sont localisés respectivement sur 
les chromosomes 1p13.3, 11p13, 12p13 et 19q13.3 (Figure 1). 





Figure 1: Illustration schématique de l’évolution des neurotrophines basée sur les séquences en acides 
aminés, chez différentes espèces (d’après Hallböök et al. 1999 [37]). 
 
Les neurotrophines sont exprimées au cours des stades précoces du 
développement embryonnaire et jouent un rôle crucial dans la neurogenèse au 
niveau du système nerveux central et périphérique [38]. Afin de définir leurs fonctions 
respectives, leur inactivation a été réalisée dans différents modèles animaux. Ainsi, 
les animaux BDNF-/- et NT-3-/- ne présentent pas d’anomalie majeure du 
développement du système neurosensoriel [39, 40]. Cependant, le traitement de rats 
nouveaux nés par des anticorps bloquants anti-NT-3 induit une perte substantielle 
d’oligodendrocytes au niveau du nerf optique, suggérant que cette neurotrophine 
joue un rôle important dans la différenciation de leurs précurseurs [41]. 
Le traitement par du NGF, dans un modèle lésionnel du système nerveux 
central, permet de prévenir la mort cellulaire neuronale [42-44]. Les souris NGF-/- 
présentent des défaillances importantes de neurones des systèmes sympathique et 
sensoriel à la période périnatale, mais un phénotype relativement normal du système 
cholinergique [45].  
Ainsi, les neurotrophines sont des facteurs de croissance initialement 
découverts dans le système nerveux, ayant pour fonction de contrôler la croissance, 








2. Biogenèse des neurotrophines:  
Toutes les neurotrophines sont synthétisées en suivant le même processus de 
maturation. La transcription puis la traduction du gène des neurotrophines donne une 
protéine précurseur (pré-pro-protéine) de 31 à 35 KDa (240 à 260 acides aminés) 
(Figure 2). Cette protéine est composée d’un peptide signal, permettant sa 
séquestration dans le réticulum endoplasmique. Le clivage du peptide signal donne 
lieu à la formation de pro-protéines, les Pro-Neurotrophines (Pro-NT). Celles-ci 
peuvent dimériser de façon non covalente, par des ponts disulfures grâce à la 
présence de résidus cystéine conservés dans toutes les neurotrophines [47-49]. Ces 
protéines sont ensuite distribuées dans le réseau trans-golgien (Trans-Golgi 
Network, TGN) et peuvent être clivées au niveau de sites spécifiques, soit au niveau 
du TGN sous l’action des protéases intracellulaires, des furines et des pro-
convertases (PC) (e.g : PC1/3, PC2, PC4, PC5/6, PC7, PACE4, Paired Basic Amino 
Acid Cleaving Enzyme 4) [51, 52], soit au niveau des vésicules de sécrétion ou dans 
le milieu extracellulaire sous l’effet de la plasmine ou de certaines métalloprotéases 
(MMP-3, MMP-9) [53, 54].     
  
 
Figure 2 : illustration schématique de la structure primaire des neurotrophines (d’après Lessmann et 
al. 2003 [48]).  
Le peptide signal du côté N-terminal de la protéine (pre) est clivé au niveau du réticulum 
endoplasmique (RE) ; la partie progénitrice (pro) possédant un ou  plusieurs sites de N-Glycosylation 
potentiels est clivée par des protéases spécifiques à différents niveaux, au niveau du réseau trans-
golgien, au niveau des vésicules de sécrétion ou au niveau extracellulaire, donnant naissance au 
peptide mature (neurotrophine mature)  localisé dans la région C-terminale.  





3. Les récepteurs aux neurotrophines : 
Les neurotrophines exercent leurs fonctions biologiques par la fixation à 
plusieurs types de récepteurs membranaires composés du récepteur p75 
neurotrophin receptor (p75NTR) qui fait partie de la superfamille des récepteurs au 
TNF (Tumor Necrosis Factor Receptor,TNF-R) et d’une famille de récepteur à 
domaine tyrosine kinase : les Trks (Tropomyosin-related kinases). La dénomination 
Trk est issue des travaux de l’équipe de Mariano Barbacid qui, en étudiant les 
processus oncogéniques, a identifié quatre protéines oncogéniques, notées « oncA, 
oncB, oncC et oncD ». Les 3 premières ont été identifiées comme étant les 
oncogènes cellulaires « Ha-ras-1, Ki-ras-2 et Nras », respectivement. Toutefois oncD 
n’avait aucune homologie de séquence avec les membres de la famille des gènes 
ras. L’analyse de sa séquence a montré que oncD était le résultat de réarrangement 
de deux loci, le premier codant pour une tropomyosine et le deuxième pour une 
protéine à domaine tyrosine kinase. Ce proto-oncogène fut ainsi appelé 
Tropomyosin-related kinase (Trk) [55-57].  
Le NGF a ensuite été identifié comme son ligand et ce récepteur a été nommé 
TrkA [57]. TrkB fut ensuite identifié comme le récepteur du BDNF [58, 59] et de la 
Neurotrophine-4/5 [60] et TrkC comme le récepteur de la Neurotrophine-3 [61]. Il a 
été observé que la Neurotrophine-3 peut également interagir avec TrkA et TrkB, en 
absence de son récepteur spécifique TrkC [62]  (Figure 3). La Liaison de la NT à son 
récepteur à haute affinité induit une dimérisation du récepteur Trk, initiant l’activation 
de la Kinase et la trans-phosphorylation [63]. 
 





Figure 3 : Illustration schématique des différents récepteurs aux neurotrophines  (d’après Chao et al. 
2003 [4]). Les Neurotrophines matures se lient à deux types de récepteurs transmembranaires : i) soit 
de haute affinité aux récepteurs Trk , TrkA fixe le NGF, TrkB le BDNF et la NT4/5, et le récepteur 
TrkC la NT-3, ii) soit de faible affinité au récepteur p75NTR, P75NTR  appartenant à la superfamille des 
récepteurs au TNF et possédant une séquence de domaine de mort (Death Domain) dans sa partie 
intracellulaire. P75NTR est également capable de fixer avec une haute affinité les pro-Neurotrophines 
(pro-NT). 
 
Les récepteurs Trk sont des récepteurs transmembranaires de type 1 qui 
possèdent une grande homologie de séquence et dont le poids moléculaire est 
proche (environ 140KDa). Les données phylogénétiques montrent que tout comme 
les neurotrophines, les récepteurs Trk dérivent un d’un gène ancestral commun [37]. 
Les gènes des Trk sont également paralogues et sont localisés sur les chromosomes 
1q21-22, 9q22.1 et 15q25, pour le TrkA, TrkB et TrkC, respectivement (Figure 4). 
 





Figure 4 : Illustration schématique de l’évolution des récepteurs Trk basée sur les séquences en acides 
aminés, chez différentes espèces (d’après Hallböök et al. 1999 [37]). 
 
4. Structure et biologie des récepteurs aux neurotrophines : 
4. 1. Les récepteurs Trk (Tropomyosin-related kinase) : 
 
Ce sont des protéines transmembranaires, d’environ 800 acides aminés (∼140 
kDa). La partie extracellulaire (∼ 400 acides aminés) est composée de deux régions 
riches en Cystéine (les domaines C1 et C2, C : Cystein Cluster), entre lesquelles 
s’insère un domaine riche en Leucine, LRR (Leucin-Rich Repeat), suivis de deux 
domaines immunoglobine Ig-1 et Ig-2 (Ig-Like Domain) qui déterminent la spécificité 
de liaison des récepteurs à leurs ligands respectifs (Figure 5). Cette partie 
extracellulaire est richement glycosylée, ce qui permet d’une part l’adressage de la 
protéine aux membranes et d’autre part de prévenir son activation de façon 
indépendante du ligand [64-66]. Par ailleurs, chez l’Homme, 9 des 13 résidus 
Cystéine et 4 des 12 sites de N-Glycosylation sont conservés entre TrkA, B et C [67]. 
La partie intracellulaire est composée d’un domaine riche en tyrosine kinase. 
Plusieurs de ces sites sont également conservés au cours de l’évolution (10 des 13 
résidus Tyrosine entre les trois Trk) [66, 67].  
 





















Figure 5 : Illustration schématique de la structure des récepteurs Trk (TrkA, B et C) (d’après Uren et 
Turnley, 2014). 
La partie extracellulaire est composée de deux domaines riches en Cystéines (C1 et C2), d’un domaine 
riche en Leucine (LRR) et de deux domaines Immunoglobin-like (Ig1 et Ig2). La partie intracellulaire  
comporte un domaine riche en Tyrosine Kinase. Les deux parties sont séparées par la région 
transmembranaire. 
 
La séquence et l’activité tyrosine kinase des récepteurs Trk présentent une 
forte homologie avec celle des autres récepteurs à tyrosine kinase (RTK) [68]. La 
synthèse des récepteurs Trk est soumise à une régulation dynamique. Chaque gène 
code pour des transcrits qui peuvent subir différents épissages alternatifs et qui 
conduisent à la formation de nombreux isoformes de fonctions biologiques diverses 
[69-71]. 
L’interaction des neurotrophines avec leurs récepteurs se fait principalement 
au niveau des domaines « Ig-Like » [72, 73]. Toutefois, les travaux de l’équipe de 
Rainer Schneider ont montré que le domaine riche en Leucine (LRR) des récepteurs 
Trk peut interagir avec les neurotrophines [74-76]. L’interaction des dimères de 
Domaine Tyrosine Kinase 
 




neurotrophines avec leurs récepteurs Trk s’effectue avec une forte affinité de liaison 
(de l’ordre du picomolaire). Cette interaction induit une homodimérisation du 
récepteur Trk, initiant l’activation de kinases et une transphosphorylation des résidus 
kinases des domaines tyrosine kinase intracellulaires des dimères. Il en résulte 
l’activation de trois voies de signalisation majeures : la voie des MAP-Kinases 
Mek/Erk, la voie de la PI3 Kinase et la voie de la PLCγ [77-79]. 
 
4. 2. Les Isoformes des récepteurs Trks: 
4. 2. a. TrkA :  
Le gène TRKA (appelé également NTRK1) contient 19 exons et code pour 
trois isoformes décrites dans la littérature, notées TrkA-I, TrkA-II et TrkA-III. Les 
travaux de Barker et de son équipe ont montré que l’épissage alternatif du transcrit 
de TrkA au niveau de l’exon 9 donnait deux isoformes TrkA-I et TrkA-II. Cette 
dernière (TrkA-II) contient la séquence de l’exon 9 (18bp) et présente une insertion 
de 6 acides aminés dans la partie extracellulaire. La présence de cette insertion 
(TrkA-II) ou son absence (TrkA-I) n’affecte ni la spécificité de liaison, ni la capacité 
de transduction du signal par l’interaction avec le NGF. Toutefois, elle participe à 
l’augmentation de la spécificité du récepteur TrkA pour la NT-3, TrkA-I étant 
incapable de lier la NT-3. TrkA-I a par ailleurs une expression ubiquitaire alors que 
celle de TrkA-II est préférentiellement neuronale [80-83].  
L’isoforme TrkA-III a été découverte secondairement (en 2004) par Tacconelli 
et son équipe [84]. Son expression est augmentée en condition hypoxique, au 
détriment des isoformes TrkA-I et –II. C’est un variant plus court, épissé des exons 6, 
7 et 9. Il s’agit d’un proto-oncogène dont l’expression est considérée comme de 
mauvais pronostic en cancérologie. En effet, TrkA-III est capable de 
s’autophosphoryler indépendamment de sa liaison au ligand et est donc activée de 
façon constitutive. Cette activation est en faveur d’une signalisation TrkA-
III/PI3K/Akt/NFΚ-B, pro-oncogénique et pro-angiogénique, au dépens d’une 
signalisation NGF/TrkA/Ras/MAPK anti-oncogénique [82, 84-86]. L’expression de 
l’isoforme TrkA-III est augmentée en conditions hypoxiques, au détriment de 
l’expression des deux autres isoformes. Avec une activation constitutive, elle active 
les voies PI3K/Akt en faveur de la survie cellulaire.  




Les souris dont le gène TrkA est inactivé sont viables à la naissance, mais 
présentent une perte massive de cellules neuronales au niveau des systèmes 
nerveux sensitif et sympathique et meurent dans le ou les premiers mois de vie [87]. 
Ce modèle TrkA-/-, ainsi que le modèle NGF-/-, soulignent l’importance de l’axe 




Figure 6 : Illustration des principales isoformes issues de l’épissage alternatif du transcrit du gène de 
TrkA (NTRK1) (d’après Brodeur et al. 2009 [82]).  
 
4. 2. b.  TrkB: 
La littérature rapporte la présence plus de 100 isoformes pour TrkB, 10 
protéines sont codées et 3 d’entre elles sont dites majoritaires, elles sont notées : 
TrkB-FL (FL : Full Length), TrkB-T1 (T1 : Truncated 1) et TrkB-T-shc (T-shc : 
Truncated-shc). Elles sont codées par des transcrits qui sont le résultat d’un 
épissage alternatif du gène NTRK2 [88]. Le gène NTRK2 humain contient 24 exons.  
TrkB-FL est épissé des exons 16 et 19 et code pour une protéine d’environ 145 KDa. 
Elle comporte les 3 parties des récepteurs Trks (extracellulaire, transmembranaire et 
intracellulaire)[88, 89].  
TrkB-T1 est l’isoforme la plus courte ; son codant stop est localisé sur l’exon 
16 et code pour une protéine d’environ 95 kDa. Elle est dépourvue de la partie 




intracellulaire et donc de domaine tyrosine kinase. Toutefois, sa partie 
transmembranaire et extracellulaire et donc sa capacité de liaison de ligands (BDNF 
et NT-4/5) sont préservées. Son expression est ubiquitaire et prédominante dans les 
tissus neuronaux et non neuronaux [88-92]. Le BDNF peut induire une signalisation 
intracellulaire de TrkB-T1, caractérisée par une augmentation de la pénétration du 
calcium. TrkB-T1 peut également être associé à GDI-1 (Rho-GDP Dissociation 
Inhibitor-1), complexe qui régule l’activité des Rho-GTPases et par conséquent 
régule la morphologie des cellules, notamment astrocytaires. L’expression de TrkB-
T1 est régulée de façon importante lors du développement du système nerveux, la 
mort et la survie cellulaire, le remodelage axonal, le développement du système 
visuel ainsi que la migration cellulaire. [93-95] 
Au niveau des cellules neuronales, TrkB-FL augmente la ramification 
proximale dendritique des neurones alors que TrkB-T1 favorise leur allongement 
distal [96]. La fonction de cette isoforme n’est pas totalement élucidée, toutefois 
plusieurs travaux soutiennent l’hypothèse de son rôle de dominant négatif au niveau 
neuronal. TrkB-T1 jouerait ainsi un rôle de compétiteur pour le BDNF, empêchant sa 
fixation à TkB-FL. TrkB-T1 exerce également une fonction inhibitrice de 
l’autophosphorylation de TrkB-FL, par la formation de dimères TrkB-FL/TrkB-T1 
incapables de s’autophosphoryler [78, 97-99].  
TrkB-T-shc est épissé pour l’exon 16, mais son codant stop est localisé sur 
l’exon 19. Il code également pour une protéine tronquée dans sa partie intracellulaire 
d’environ 95 KDa.  Mais contrairement au TrkB-T1, TrkB-T-shc possède une courte 
partie intracellulaire, qui est le domaine de liaison aux protéines shc. Son expression 
a surtout été décrite dans le système nerveux central [88, 89].  
Tout comme le modèle de souris TrkA-/-, les souris TrkB-/- arrivent au terme du 
développement embryonnaire mais ne survivent que quelques semaines. Les déficits 
affectent le système nerveux central et périphérique (neurones sensitifs, nerf facial et 
neurones moteurs de la moelle épinière) [82, 100].  
 
 





Figure 7 : Illustration des principales isoformes issues de l’épissage alternatif du transcrit du gène de 
TrkB (NTRK2) (d’après Brodeur et al. 2009 [82]).  
 
L’isoforme totale TrkB-FL (Full Length) est l’isoforme la plus longue conférant 
au récepteur une partie extracellulaire et une partie intracellulaire à domaine tyrosine 
kinase, capable d’activer une signalisation après la dimérisation du récepteur et la 
phosphorylation du domaine tyrosine kinase. A l’inverse, les formes tronquées TrkB-
T1 et TrkB-shc, dépourvues du domaine tyrosine kinase, induisent une activation 
cellulaire dont les mécanismes restent incertains selon les types cellulaires. Ainsi, 
TrkB-shc possède un site de liaison « shc » capable d’être phosphorylé, et TrkB-T1 
induit une activation intracellulaire dans des astrocytes qui dépend de l’activation de 
protéines G [93]. 
 
4. 2. c. TrkC : 
Plusieurs isoformes sont également répertoriées pour TrkC. Des épissages 
alternatifs donnant naissance à une dizaine d’isoformes. Des séquences d’insertion 
sont également décrites au niveau du domaine catalytique. Une insertion de 14 
acides aminés au niveau du domaine tyrosine kinase est observée. Cette insertion 
pourrait modifier la spécificité de ce domaine pour le substrat, pouvant ainsi altérer 
son activité et donc la réponse cellulaire. Une insertion au niveau du domaine 
transmembranaire de 9 acides aminés est également décrite par McGregor et son 




équipe. Elle a la même localisation que celle décrite par Barker sur TrkA au niveau 
du second domaine immunoglobine (Ig2) [72].  
Chez l’Homme, il existe au moins 4 isoformes de TrkC, dépourvues de la 
partie intracellulaire, mais l’isoforme prédominante reste le TrkC-T1. Sa fonction 
serait similaire à celle de l’isoforme tronquée de TrkB (TrkB-T1) : TrkC-T1 jouerait le 
rôle de dominant négatif, leurrant la fixation du ligand NT-3 sur le récepteur TrkC-FL, 
inhibant ainsi son activation [72, 101-106]. 
Les souris TrkC-/- présentent des anomalies affectant le système nerveux 
périphérique, consécutives à la disparition des neurones myélinisés spinaux et à 
l’atteinte des ganglions rachidiens postérieurs [107]. Les différentes analyses des 
modèles NT-3-/- TrkC-/- ont montré l’importance de l’axe NT-3/TrkC dans la survie et 




Figure 8 : Illustration des principales isoformes issues de l’épissage alternatif du transcrit du gène de 
TrkC (NTRK3) (d’après Brodeur et al. 2009 [82]). La forme complète TrkC-FL possède une partie 
intracellulaire dotée d’un domaine Tyrosine Kinase, capable d’activer les voies PI3K en faveur de la 
survie et de la différenciation cellulaire. Plusieurs isoformes tronquées sont connues ; l’isoforme 
TrkC-T1 reste la forme majoritaire, tronquée de sa partie intracellulaire contenant le domaine Tyrosine 
Kinase, et jouerait un rôle de dominant négatif. (* : Isoforme majoritaire des TrkC tronqués). 
 
 




4. 3. Le récepteur p75NTR : 
 4. 3. a. Structure de la protéine p75NTR : 
Le récepteur p75NTR fut décrit pour la première fois en 1973 par Herrup et 
Shooter, comme étant un récepteur au β-Nerve Growth factor (β-NGF) appelé 
également NGF-R (NGF-Receptor) [112]. Mais il n’a été cloné qu’en 1986 [113, 114]. 
Par la suite, les analyses faites après la découverte des autres membres des 
neurotrophines ont montré que le récepteur p75NTR était capable de lier toutes les 
neurotrophines, le BDNF [115] et la NT-3 [116] [59] avec la même affinité (10-9M) et 
dans tous les types cellulaires. Par ailleurs, il peut lier les pro-neurotrophines avec 
une plus haute affinité [53, 117]. Chez l’Homme, le gène de ce récepteur est localisé 
sur le chromosome 17 (17q12-q22) [118, 119]. 
Le récepteur p75NTR est un membre de la superfamille des TNF-R (Tumor 
Necrosis Factor – Receptor) [120]. Il possède un peptide signal de 28 acides aminés 
qui, après clivage donne une protéine composée d’une partie extracellulaire 
d’environ 222 acides aminés, d’une partie transmembranaire faite d’une vingtaine 
d’acides aminés et d’une partie intracellulaire de 155 acides aminés 
La partie extracellulaire est composée de 4 domaines riches en Cystéines 
CDR-1, -2, 3-, et -4 (CRD : Cystein Rich Domain). Ce sont des domaines chargés 
négativement et qui constituent les sites de fixation des neurotrophines matures et 
des pro-neurotrophines. Au niveau de cette partie extracellulaire plusieurs sites de N- 
et de O-glycosylation sont répertoriés, ce qui donne lieu à une protéine de 75 kDa 
[112, 113]. 
 





Figure 9 :  Illustration schématique de la structure du récepteur P75NTR (d’après Roux et Barker. 2002 
[113]) 
La partie extracellulaire est composée de 4 domaines riches en cystéines (CRD : Cystein Rich 
Domain) permettant la liaison des neurotrophines matures et des pro-neurotrophines, comportant 
plusieurs sites de O- et de N- glycosylation.  La partie intracellulaire comporte un domaine de mort de 
type II (DD : Death Domain), 2 sites d’interaction avec des protéines adaptatrices TRAF (TNFR-
Associated Factor), ainsi qu’un domaine d’activation des protéines-G. 
 
Cette protéine contient également un domaine de mort (DD : Death Domain) 
de type II. La partie intracellulaire ne possède pas d’activité catalytique, elle est 
formée d’une structure composée de 6 hélices ". Les hélices 1, 2 et 5 permettent le 
recrutement des protéines adaptatrices : NADE (p75NTR-Associated Cell death 
Executor)  [114], RIP-2 (Receptor Interacting Protein-2) [115] et RhoA (Ras-










4. 3. b. Les isoformes de p75NTR :   
Le gène de p75NTR est composé de 6 exons. La traduction du transcrit complet 
donne l’isoforme p75NTR complet (P75NTR-FL). Cette isoforme est exprimée dans de 
nombreuses populations cellulaires notamment au niveau du système nerveux. Son 
expression est associée au développement et la différenciation de plusieurs 
compartiments du système nerveux central et périphérique, mais p75NTR-FL est 
également exprimé dans des tissus non neuronaux [113]. 
Plusieurs isoformes de p75NTR sont issues à la fois d’un épissage alternatif du 
transcrit du gène de p75NTR mais aussi de la maturation de cette protéine par 
protéolyse.  
L’épissage de l’exon 3 du transcrit du gène de p75NTR donne une isoforme 
dépourvue des trois domaines riches en Cystéines CDR-2, -3 et -4. Cette isoforme 
ne peut donc pas lier les neurotrophines. Toutefois, le domaine CDR-1, la partie 
transmembranaire ainsi que la partie intracellulaire restent présentes. C’est 
l’isoforme la plus courte d’où son nom s-p75NTR (short p75NTR), dont la fonction reste 
à élucider [118]. 
La protéine p75NTR (p75NTR-FL) n’est pas la forme définitive, puisque cette 
dernière peut également subir un clivage par des protéases spécifiques (ADAM10 et 
17) (ADAM : A Disintegrin And Metalloprotease), libérant un fragment peptidique libre 
(soluble) à partir de la partie extracellulaire. Ce fragment est constitué des quatre 
domaines riches en Cystéine (CRD) et noté p75NTR-ECD (ECD : Extra Cellular 
Domain), celui-ci conserve sa capacité à fixer les neurotrophines [119]. Le fragment 
localisé du côté intracellulaire (C-terminal), noté p75NTR-CTF (C-Terminal Fragment) 
peut subir un clivage supplémentaire par des γ-sécrétases. Celles-ci peuvent 
intervenir au niveau de la partie intracellulaire et générer un fragment de 20 kDa, 
noté p75NTR-ICD (ICD : Intra Cellular Domain). Ce fragment conserve sa capacité de 
signalisation intracellulaire [120-122] (Figure10).  
Podlesnyi et son équipe ont démontré que le fragment p75NTR-ICD pouvait 
être transloqué dans le noyau, suite à une stimulation par du pro-NGF induisant 
l’apoptose de la cellule. L’inhibition des γ-sécrétases bloque la translocation nucléaire 
de ce fragment et inhiberait ainsi l’apoptose [123]. Le fragment p75NTR-ICD peut 
également amplifier la réponse cellulaire liée à la liaison NGF / TrkA sans des 
modèles neuronaux [124].                                    




4. 4. Les voies de signalisations du récepteur p75NTR : 
p75NTR peut également interagir avec une protéine adaptatrice TRAF-6, 
activateur des facteurs de transcription NF-κB (Nuclear Factor-κB) et JNK (c-Jun N-
Terminal Kinase) [125]. TRAF-6 peut également activer le facteur NRIF (Nuclear 
Receptor-Interacting Factor), essentiel à la mort cellulaire induite par p75NTR 
notamment au niveau des cellules neuronales [121, 126-130]. Salehi et son équipe, 
ont démontré que la protéine adaptatrice NRAGE (Neurotrophin Receptor-interacting 
MAGE-homolog), qui appartient à la famille MAGE (Melanoma-Associated Antigen) 
est capable d’interagir avec p75NTR au niveau du domaine juxta-membranaire et 
induit l’activation du Cytochrome-C et des caspases associées à la voie apoptotique 
mitochondriale [131]. Cette interaction est également impliquée dans le blocage du 
cycle cellulaire. Cette interaction avec NRAGE est caractérisée par un effet pro-
apoptotique de p75NTR  [131-133]. 
La liaison de p75NTR au NGF induit le recrutement d’une protéine adaptatrice 
SC-1 (Schwann-Cell Factor-1), induisant sa translocation dans le noyau [134]. Cette 
interaction induit également l’arrêt du cycle cellulaire et favorise l’effet pro-
apoptotique de p75NTR [133, 135]. 
En plus des protéines NRAGE et SC-1, d’autres protéines adaptatrices 
peuvent être recrutées et associées au récepteur p75NTR. La protéine adaptatrice 
NADE (p75NTR Associated Death Executor) interagit avec p75NTR et participe à la 
mort cellulaire induite par la liaison avec son ligand NGF par la voie des caspases 
[136]. Les travaux des équipes de Sato, de Mukai et collaborateurs ont montré que 
cette voie de mort nécessite également l’interaction d’une protéine chaperonne 
adaptatrice, la 14-3-3ε [113, 136-139]. 
Paradoxalement, Provenzano et son équipe ont montré que le clivage de 
p75NTR puis la translocation du fragment p75NTR-ICD dans le noyau sont également 
associés à l’entrée de la cellule dans les phases du cycle cellulaire et donc 
inducteurs de la prolifération cellulaire [140]. 
En fonction du contexte cellulaire, l’activation du récepteur p75NTR par les 
neurotrophines peut favoriser des voies de signalisation de survie ou de mort 
cellulaire. Ainsi, dans les cellules Schwann la liaison du NGF au récepteur p75NTR 
active un message de survie cellulaire via l’activation du facteur de transcription NF-
κB [141]. Cette voie de signalisation nécessite le recrutement de protéines 




adaptatrices différentes de celles qui interviennent dans les signaux de mort 
cellulaires induits par p75NTR. La protéine RIP-2 (Receptor-Interacting Protein-2) est 
une Sérine/Thréonine Kinase qui est capable de se fixer au domaine de mort de 
p75NTR, grâce à son domaine CARD (Caspase Recruitment Domain) et d’activer par 
conséquent le facteur de transcription NF-κB, garant d’un signal de survie cellulaire 
[115]. L’activation de NF-κB requière le recrutement d’autres protéines adaptatrices, 
notamment en condition de stress cellulaire (privation sérique, hypothermie…) [142, 
143].   
p75NTR peut également recruter la protéine IRAK-1 (Interleukin-1 Receptor 
Associated Kinase-1), une autre kinase qui peut se fixer directement au récepteur 
p75NTR, activant en aval le facteur de transcription NF-κB. Cette voie nécessite 
l’activation de la kinase PKC (Protein Kinase C) et le recrutement de la protéine 
adaptatrice p62. Par ailleurs, TRAF-6 interagit également avec cette protéine 
adaptatrice p62 et active le facteur de transcription NF-κB, en faveur de la survie 
cellulaire [144-146].  
Une autre voie de signalisation, inhibitrice de l’élongation axonale, est 
modulée par le récepteur p75NTR au niveau des neurones du système nerveux 
central. Elle dépend d’une Rho-GTPase (Ras-like Protein Guanosine Tri-
Phosphatase), RhoA, qui module la croissance et le développement axonal selon la 
liaison de neurotrophines à p75NTR. Ainsi, en absence de la fixation des 
neurotrophines, RhoA est maintenue en état d’activation et inhibe la croissance 
neuritique. La liaison du ligand déplace la liaison de RhoA au récepteur p75NTR et 
donc supprime l’inhibition, permettant ainsi le remodelage du cytosquelette et le 
développement axonal [116, 147]. 
 





Figure 10: Illustration schématique des voies de signalisation activées par le récepteur p75NTR, au 
travers des différentes protéines adaptatrices (d’après Arévalo et Wu. 2006 et Kenchappa et al. 2010 
[119, 122]). 
L’activation du récepteur p75NTR par sa liaison à un ligand (NT ou pro-NT) entraîne le recrutement de 
différentes protéines adaptatrices. Des complexes protéiques se forment et activent principalement 
deux voies de signalisation conduisant (i) soit à la mort cellulaire et à l’arrêt du cycle cellulaire, 
notamment par l’activation de la voie des JNK et des caspases, (ii) soit à une voie de survie et de 
prolifération cellulaire, par l’activation du facteur de transcription de survie NF-κB. Le clivage de 
p75NTR par des métalloprotéases et par des α- et γ- sécrétases entraîne sa translocation dans le noyau, 










4. 5. Les corécepteurs de p75NTR : 
Le récepteur p75NTR peut également moduler d’autres fonctions biologiques 
grâce à son association à des « récepteurs-partenaires », il peut lier des ligands 
différents avec des affinités variables. Plusieurs de ces corécepteurs ont été 
identifiés: 
 
4. 5. a. Nogo et LINGO-1: 
Le récepteur p75NTR peut également agir sur la modulation et l’activité du 
cytosquelette via la régulation de la voie Rho. Ce mécanisme est observé au niveau 
du système nerveux central où l’élongation de la croissance axonale est inhibée, 
après lésion, par des protéines associées à la myéline se fixant à des co-récepteurs 
de p75NTR. Ainsi, au niveau de la partie intracellulaire, la fixation de Rho-GDI (Rho-
GDP Dissociation Inhibitor) est inhibitrice de l’élongation et la croissance neuronale. 
Cette inhibition est contrôlée par l’association de p75NTR à d’autres acteurs, le 
récepteur Nogo-R, appelé également RTN4R (Reticulon 4 Receptor) et la protéine 
transmembranaire Lingo-1 (LRR and Ig-domain-containig Nogo-receptor interacting 
proetin-1). La liaison du MAG (Myelin-Associated Glycoprotein), OMgp (Myelin 
Oligodendrocyte glycoprotein) ou de Nogo induit le recrutement de Rho-GDI par le 
récepteur p75NTR, modulant le remodelage du cytosquelette et donc la croissance 
neuronale [119, 147-149]. 
 
4. 5. b. Les hétéro-dimères p75 NTR -Trk : 
Le récepteur p75NTR et les récepteurs Trk partagent leurs capacités à lier les 
neurotrophines, ces 2 types de récepteurs ayant été longtemps discriminés par leurs 
affinités à lier les neurotrophines, notamment le NGF. Les analyses plus 
approfondies ont démontré que l’affinité de p75NTR au NGF était équivalente à celle 
des récepteurs Trk (avec un Kd d’environ 1 à10 nM) [150]. Ainsi, la co-expression 
des deux récepteurs augmente l’affinité et la spécificité des récepteurs Trk à leurs 








4. 5. c.  p75NTR et la sortiline: 
Un autre partenaire du récepteur p75NTR est répertorié : la sortiline, appelée 
également NTSR3 (Neurotensin Receptor-3). La sortiline est une protéine-récepteur 
transmembranaire à domaine VPS10-D (Vacuolar Protein Sortig-10 Domain) de 
répartition majoritairement intracellulaire (environ 90%) [151, 152]. L’une de ses 
principales fonctions est le transport de neurotrophines : elle est capable en effet de 
lier et de transporter les neurotrophines matures mais aussi les pro-neurotrophines 
[53, 153].  
Les signaux induits par les neurotrophines via les complexes p75NTR/Trk étant 
activateurs des voies de survie, de différenciation et de prolifération cellulaire, se 
posait la question des voies induisant la mort cellulaire par l’activation du p75NTR. La 
capacité de son association à la sortiline répondait en partie à cette question. En 
effet la sortiline peut être co-exprimée avec le récepteur p75NTR, et est également 
capable de lier les neurotrophines sous leurs formes matures et immatures. En tant 
que co-récepteur de p75NTR, elle permet l’induction d’un signal de mort via p75NTR, 
dépendant de la liaison des pro-neurotrophines. Les souris KO-sortiline sont 
insensibles à l’action pro-apoptotique des pro-neurotrophines [9, 154-156]. De plus, 
les neurones dans le modèle de KO sortiline présentent des défauts d’apoptose 
induites par les pro-neurotrophines [154, 155]. Ces données soulignent la fonction 
clé de la sortiline dans l’orientation vers les voies de survie ou de mort cellulaire, 
dans la régulation de l’homéostasie cellulaire dépendante des neurotrophines (selon 
leurs formes matures ou immatures).  
Les voies de signalisation intracellulaires mises en jeu par la liaison des pro-
neurotrophines à l’hétérodimère p75NTR/sortiline mettent en jeu la phosphorylation de 
JNK (c-Jun N-terminal Kinase), puis secondairement, le clivage des caspases-9, -6 
et -3. Des ɣ-sécrétases peuvent également cliver la partie intracellulaire de p75NTR et 
libérer le fragment intracellulaire (p75-ICD) et entrainer la translocation nucléaire du 
facteur NRIF conduisant à l’apoptose [10, 128, 157]. 
Il est ainsi admis que les pro-neurotrophines induisent la mort des cellules 
neuronales via l’activation du complexe sortiline/p75NTR, et que l’activation de ce 
complexe pourrait avoir une implication dans les maladies neuro-dégénératives, 
telles que la maladie d’Alzheimer [158-160], l’encéphalopathie spongiforme [161] et 
la maladie de Parkinson [162]. Les travaux de Al-Shawi et son équipe ont démontré, 




à l’aide d’un modèle murin, que le proNGF, par le biais du complexe hétérométrique 
sortiline/p75NTR, était également impliqué dans la mort de cellules neuronales liée à 
la sénescence [163, 164]. Le pro-NGF et la sortiline sont également augmentés dans 
certaines aires du système nerveux central (cortex frontal, noyaux accumbens, 
amygdale, mésencéphale, cervelet et hypothalamus) en fonction de l’âge [158]. La 
sortiline peut également participer au transport rétrograde des récepteurs Trks dans 
les axones [165]. 
 
Figure 11 : Illustration des différents co-récepteurs de p75NTR et des conséquences de leur activation 
selon  leurs ligands (d’après Barker. 2004 [149]). p75NTR interagit avec les récepteurs Trk (TrkA, 
TrkB et TrkC) et augmente l’affinité et la spécificité du récepteur Trk à sa neurotrophine 
préférentielle, formant un complexe de récepteurs aux neurotrophines « NTs Receptor complex ». La 
liaison de la NT au récepteur Trk induit l’activation du domaine Tyrosine Kinase et l’activation d’un 
signal de survie et de prolifération cellulaire. La sortiline est capable de lier les neurotrophines sous 
leur forme immature (Pro-NT), formant un complexe de récepteurs aux pro-neurotrophines « Pro-NT  
Receptor Complex », grâce à la présence d’un domaine VPS10  (Vacuolar protein sorting 10).  
L’hétérodimérisation de p75NTR avec la sortiline conduit à un signal délivré par l’interaction d’une pro-
neurotrophine avec la sortiline, induisant un signal de mort cellulaire médié par le domaine de mort de 
p75NTR. Finalement, p75NTR peut également former un complexe MBGI « MBGI-Complex» (Myelin-
Based Growth Inhibitors Complex) avec les récepteurs Nogo et  Lingo-1. En réponse aux ligands 
Nogo, MAG et OMgp, on observe un recrutement de la Rho-GDI inhibitrice du remodelage du 
cytosquelette et de la croissance neuronale. 




5. Neurotrophines et système immunitaire: 
Grâce aux analyses de Hans Selye, il est admis, depuis les années 70, 
l’existence d’interactions entre les systèmes nerveux et immunitaire [166]. 
Notamment l’impact du stress sur la modulation de la réponse immunitaire et la 
capacité à résister à des pathogènes et à développer des pathologies 
dysimmunitaires ont été observés [166].  
Par ailleurs, l’implication des neurotrophines dans la régulation du système 
immunitaire a été initialement décrite par Luigi Aloe et Rita Levi-Montalicini, 
démontrant l’effet du NGF sur l’activation et l’infiltration de cellules mastocytaires de 
rats nouveaux nés [167]. Une dizaine d’années plus tard, il était démontré que les 
mastocytes produisent et sécrètent du NGF [168]. 
Ces données ont ensuite été étayées par de nombreuses publications 
démontrant l’implication des neurotrophines dans la maturation, l’activation et la 
survie de nombreuses cellules impliquées dans les réponses immunitaires.  
 
5. 1. Les neurotrophines dans les organes hématopoïétiques  
Les travaux réalisés sur le développement de l’embryon de poulet par Rita-
Levi Montalcini et ses collègues ont été les premiers à démontrer l’expression et 
l’implication des neurotrophines dans le développement du système immunitaire, 
notamment chez le poulet. En l’occurrence, ils ont mis en évidence le rôle du NGF 
dans le développement et la survie des cellules lymphocytaires au niveau de la  
bourse de Fabricius. D’autre part, les transcrits des neurotrophines (NGF, BDNF et 
NT-3) ainsi que ceux des récepteurs aux neurotrophines (p75NTR, TrkA, TrkB, et 
TrkC) sont présents au niveau des rates de poulets, suggérant la même fonction des 
neurotrophines sur les splénocytes [169-171]. Chez les rats, les neurotrophines sont 
également présentes au niveau de la moelle osseuse  (NGF, BDNF, NT-3 et NT-4/5,) 
ainsi que toutes les isoformes des récepteurs TrkB, TrkC et TrkA, hormis l’isoforme 
TrkA-II. Leurs expressions au niveau transcriptionnel sont plus importantes chez le 
fœtus que chez l’adulte, suggérant que les NT jouent un rôle dans la maturation des 
cellules immunitaires  [172].  
 




Plusieurs travaux ont montré l’implication des NT et de leurs récepteurs dans le 
développement des progéniteurs hématopoïétiques : 
 
L’homéostasie des progéniteurs érythrocytaires est soumise à une influence des 
neurotrophines, puisque les cellules stromales médullaires peuvent produire du NGF 
qui agit sur les progéniteurs érythrocytaires et participe ainsi à l’effet anti-apoptotique 
induit par le SCF (Stem Cell Factor) [173]. 
Le BDNF, produit par les cellules stromales médulaires est également 
indispensable au développement et à la maturation lymphocytaire B. En effet, les 
souris inactivées pour le gène du BDNF ont une maturation lymphocytaire B bloquée 
au stade pré-BII. Ce blocage de maturation est indépendant de l’IL-7, principale 
cytokine impliquée dans cette étape de maturation et produite par les cellules 
stromales médullaires [174]. 
Garcia-Suarez et ses collègues, ont démontré l’expression du NGF et de ses 
deux récepteurs p75NTR et TrkA dans les thymus de rats. Les études menées sur 
les modèles de souris invalidées pour les gènes des récepteurs p75NTR et TrkA ont 
démontré l’implication de ces récepteurs dans le développement thymique [175]. Le 
BDNF et son récepteur TrkB sont également exprimés au sein de toutes les sous-
populations de thymocytes, avec une expression plus importante chez les 
thymocytes les moins développés (cellules CD8- et CD4-), notamment avant la 
phase de double sélection lymphocytaire T. L’absence du récepteur TrkB dans les 
modèles TrkB-KO se traduit par une apoptose massive des thymocytes. L’axe 
BDNF/TrkB est ainsi impliqué dans la survie des lymphocytes T au cours de leurs 
maturations [176, 177].  
Les érythroblastes, les progéniteurs éosinophiles et myélo-monocytaires 
expriment respectivement TrkA, TrkB et TrkC, ces cellules ne semblant pas exprimer 
p75NTR [172].  
Au niveau des progéniteurs de la lignée myéloïde, c’est l’axe NGF/TrkA qui joue 













5. 2. Neurotrophines et lymphocytes B :  
5. 2. a. NGF et Lymphocyte B :   
• Expression du NGF et de ces récepteurs au niveau lymphocytaire B : 
Les lymphocytes B murins et humain normaux expriment à la membrane les 
récepteurs TrkA et p75NTR et produisent du NGF biologiquement actif, dont la 
sécrétion autocrine est augmentée après activation mitogénique [181]. Cette 
dernière, de même que le stress, augmente l’expression membranaire de TrkA et de 
p75NTR, l’internalisation de ces 2 récepteurs étant induite par des concentrations 
croissantes de leurs ligands [182]. 
 
• Modulation de la production d’immunoglobulines par le NGF : 
L’inactivation du gène de TrkA induit des anomalies fonctionnelles des 
lymphocytes B murins, ces souris présentant une hypergammaglobulinémie 
polyclonale, avec des concentrations sériques d’IgM et d’IgG2b élevées [183]. Ces 
résultats venaient conforter ceux obtenus in vitro par les équipes de Brodie et de 
Kimata et collaborateurs, sur l’effet modulateur du NGF au niveau de la production 
des immunoglobulines par les cellules lymphocytaires B [184-187] : le NGF est ainsi 
capable d’induire, après stimulation mitogénique et/ou en condition de co-culture 
lymphocytaire T, la production d’IgG, notamment d’IgG4, par les lymphocytes murins 
et humains, indépendamment de la voie du CD40/CD40L [188, 189]. En revanche, le 
NGF ne participe pas à la commutation isotypique  [188, 189]. 
 
• Production autocrine et activation B 
Le NGF autocrine est produit par les lymphocytes B humains normaux. Il joue 
le rôle d’un facteur de survie, notamment dans les cellules B activées, les 
lymphocytes B mémoires ; il permet la régulation du facteur Bcl-2 (B-Cell Lymphoma-
2) et la libération du cytochrome C [181, 190, 191]. Le traitement de lymphocytes B 
en culture par du NGF induit une protection contre l’apoptose et une augmentation 
de la prolifération notamment par l’activation de MAP-Kinases (MAPK : Mitogen-




Activated Protein Kinase). Cet effet pro-prolifératif est dose-dépendant et peut être 
synergique de l’action des cytokines IL-4 et IL-2, le NGF semblant exercer la même 
fonction que ces 2 cytokines au niveau des lymphocytes B matures [181, 192-194]. 
Par ailleurs, l’expression membranaire de TrkA est augmentée, in vitro, au niveau de 
lymphocytes B humains stimulés par différents mitogènes ainsi que par l’exposition à 
de l’IL-2, qui induit leur prolifération de façon dose-dépendante [192, 195]. 
La production et la sécrétion du NGF augmentent au cours de l’activation des 
lymphocytes B, particulièrement après stimulation par le LPS, le CD40 ou l’IL-4, cette 
production étant supprimée après adjonction d’un inhibiteur du facteur de 
transcription NF-ΚB [196]. L’activation de  NF-ΚB  est elle-même induite par le NGF ; 
il semble ainsi exister un lien entre contexte cytokinique et production lymphocytaire 
B de NGF, renforçant l’hypothèse d’un rôle de cette neurotrophine dans l’évolutivité 
de maladies auto-immunes [196]. Ces données in vitro sont corroborées par la 
constatation de concentrations sanguines élevées de NGF au cours des MAI, 
notamment du cours du Lupus Erythémateux systémique (LES), connectivite au 
cours de laquelle on observe également une augmentation de la production 
lymphocytaire B de NGF [196-197]. Ces données suggèrent une dérégulation des 
voies de sécrétion endogènes des neurotrophines lymphocytaires au cours de cette 
pathologie auto-immune [197]. 
 
• NGF et modulation de la réponse immune : 
Le NGF régule également de façon positive la synthèse du CGRP (Calcitonin 
Gene-Related Peptide), et ce majoritairement au niveau des cellules B activées 
[198]. Le CGRP est un neuropeptide capable d’induire une inhibition de 
l’inflammation, en agissant sur la production d’IL-2 par les lymphocytes T, leurs 
proliférations mais aussi sur la présentation antigénique par les macrophages. Le 
NGF peut de ce fait avoir des effets anti-inflammatoires par son action sur les 
lymphocytes B [198]. Sa fixation à TrkA peut également moduler le cytosquelette des 
cellules lymphocytaires B, en agissant sur le remodelage des microfilaments F-actine 
[199].   
 
• NGF et résistance à l’apoptose dans les cellules B tumorales :  




Le stress cellulaire provoqué par une privation sérique induit une 
augmentation de la production du NGF par les lignées cellulaires B humaines issues 
de lymphomes diffus à grandes cellules B (DLBCL : Diffuse Large B Cell 
Lymphomas)  [200]. Dans ce modèle in vitro, la résistance à la mort cellulaire induite 
par le rituximab (anticorps monoclonal anti-CD20 utilisé en immunothérapie) est 
diminuée par l’activation de voies de survie via une production autocrine du NGF, 
notamment par l’activation de l’axe NGF/TrkA. La sensibilité des cellules au 
traitement par le rituximab peut ainsi être corrélée aux taux d’expression de NGF et 
de TrkA dans le DLBCL [200]. 
 
5. 2. b. BDNF et Lymphocyte B :       
• Expression du BDNF et de ces récepteurs au niveau lymphocytaire B  
Les lymphocytes B humains normaux produisent également du BDNF et 
expriment TrkB et p75NTR, l’expression membranaire de ces 2 récepteurs étant 
induite par le stress cellulaire dans différentes lignées B quels que soient leurs 
stades de maturation [11]. En culture, cette production est augmentée lors de 
l’activation du lymphocyte B par du LPS (Lipopolysaccharide) ou de la PMA (Phorbol 
12-Myristate 13-Acetate) [201], mais n’est pas affectée in vitro par l’exposition à 
différentes cytokines, telles que l’IL-6 et le TNF-α [3, 201, 202]. Cependant, les 
transcrits du BDNF ne sont pas détectés dans les lymphocytes B circulants non 
stimulés [203]. 
Tout comme le NGF, le BDNF est synthétisé de façon plus importante par les 
lymphocytes B de patients atteints de LES en comparaison aux lymphocytes B de 
donneurs sains [197]. Les concentrations sériques de BDNF sont également plus 
élevées chez les patients atteints de LES mais aussi chez les patients atteints de 
syndrome de Gougerot-Sjögren comparés à celles des donneurs sains, ce qui 
suggère l’importance du BDNF dans le dysfonctionnement des lymphocytes B au 
cours de ces pathologies auto-immunes [197, 204]. 
La production lymphocytaire B de BDNF semble également contribuer à la 
réparation tissulaire au cours des myosites, une hyperproduction de BDNF ayant été 
décrite au niveau des cellules B infiltrant le muscle inflammatoire, notamment au 
niveau des foyers de régénération musculaire [205]. 
 




• Production autocrine et activation B : 
Tout comme les cytokines Th2 (IL4, IL13), le BDNF induit une augmentation 
de la production des IgE, et réprime parallèlement la production des cytokines Th1 
(INF-α et IL12). Cette augmentation des IgE est par ailleurs diminuée par ces mêmes 
cytokines Th1, notamment chez les lymphocytes B des patients allergiques. Le 
BDNF peut donc influencer la polarisation lymphocytaire Th1/Th2, agissant de ce fait 
sur la production d’immunoglobulines  [206-209]. 
 
• BDNF, résistance à l’apoptose et prolifération des cellules B tumorales : 
- BDNF et lymphome B :  
Tout comme le NGF, le BDNF peut également diminuer l’apoptose induite par un 
stress sérique dans les lignées B [210]. Il a été démontré au sein de notre équipe 
que la sécrétion du BDNF endogène constitue un facteur de survie autocrine en 
réponse à un stress apoptotique induit par une privation sérique ou par l’activation de 
la voie Fas. L’activation du récepteur TrkB par le BDNF induit l’activation des signaux 
de survie, contrebalançant l’effet pro-apoptotique apporté par la liaison du pro-BDNF 
à l’héterodimère p75NTR/sortiline. Parallèlement à la sécrétion endogène de BDNF, 
l’expression membranaire de TrkB est augmentée au cours de stress cellulaire [11]. 
L’inhibition de la production autocrine de BDNF par shRNA (short hairpin RNA) induit 
le blocage du cycle cellulaire en phase G0/G1 de 2 lignées de lymphome de Burkitt, 
Raji et Ramos  [211]. La suppression de la production de BDNF induit une diminution 
de l’expression de Bcl-2 et une activation des caspases 3 et 9 avec clivage de la 
PARP (poly ADP-ribose polymerase). L’arrêt de la production autocrine du BDNF par 
ces cellules augmente également leur sensibilité au 5-Fluoro-uracile (5-FU) [211]. 
 
- BDNF et myélome multiple : 
L’implication de l’axe BDNF/TrkB dans l’agressivité tumorale est également mise 
en exergue au cours du myélome. Ainsi dans des lignées plasmocytaires, l’effet anti-
apoptotique de l’axe BDNF/TrkB, en réponse à des thérapeutiques humaines pro-
apoptotiques, la dexamethasone ou le bortezomib (un inhibiteur du protéasome) est 
dépendant de l’activation des voies des MAPK et de la PI3K (Phosphatidylinositol-3 
Kinase) [212]. Le traitement des cellules myélomateuses avec du BDNF induit 




également leur prolifération ainsi que leur migration. De plus, le traitement par le 
BDNF induit une augmentation de la néo-angiogenèse dans la moelle osseuse, 
associée à une augmentation du facteur pro-angiogénique VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor), favorisant la tumorigénicité [213-216]. 
Les lignées myélomateuses produisent du BDNF mais aussi du pro-BDNF 
biologiquement actif. Ces cellules expriment des métalloprotéases de la famille des 
MMPs (Matrix Metalloproteinases), notamment la MMP-9, qui peut cliver le pro-
BDNF en BDNF mature actif [217].  
Le BDNF favorise également la résorption osseuse, en participant à l’activation 
des ostéoclastes, par une voie TrkB dépendante, via une modulation de la balance 
RANKL/ OPG [217, 218]. La résorption et l’invasion osseuse par les cellules 
tumorales sont limitées par le blocage de TrkB (shRNA) dans un modèle murin 
exprimant le clone myélomateux humain RPMI8226 [218]. 
 
- BDNF et leucémies aigues : 
Les travaux de Li et son groupe ont démontré que l’activation de l’axe BDNF/TrkB 
joue un rôle important dans la leucémogenèse. En effet, chez les lignées murines 
leucémiques, le BDNF exogène protège contre l’apoptose induite par radiothérapie 
[219]. 
 
5. 2. c. NT-3 et Lymphocyte B :       
Très peu de travaux ont rapporté l’expression de la neurotrophine-3 (NT-3) 
dans les lymphocytes B. Les travaux conduits par l’équipe de Brodie portant sur la 
régulation de l’expression des neurotrophines dans les lymphocytes murins, ont 
montré que la stimulation mitogénique par du LPS induisait une augmentation de 
l’expression de la NT-3 [202]. Les transcrits de la NT-3 sont détectés dans les 
lymphocytes B, mais pas son récepteur de haute affinité TrkC [209]. Il a été 
démontré in vitro que la NT-3, tout comme le NGF, favorisait la survie des cellules 
plasmocytaires isolées à partir de poumons de souris. Elle agit en augmentant 
l’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 et en activant les voies de survie 
dépendantes de l’activation des facteurs de transcription NF-ΚB et XBP-1 (X-Box 
Binding Protein-1). Cette étude suggère que le NGF et la NT-3 participent, par la 




survie des cellules plasmocytaires locales, au maintien de la production élevée des 
immunoglobulines, notamment des IgE, au niveau des voies pulmonaires dans des 
modèles allergiques [220].  
Chez l’Homme, au cours du LES, outre les concentrations sériques élevées 
des neurotrophines BDNF et NGF, il a été rapporté que les concentrations sériques 
de NT-3 étaient plus élevées dans les formes les plus sévères et évolutives de cette 
pathologie auto-immune [197]. 
 
5. 3. Neurotrophines et lymphocyte T:  
5. 3. a.  Le NGF et lymphocyte T :  
Les lymphocytes T (LT) expriment, comme les lymphocytes B, le NGF ainsi 
que son récepteur TrkA. In vitro, l’activation des lymphocytes T par des mitogènes ou 
par du LPS, induit une augmentation de leurs expressions [202, 221-223], 
notamment chez les LT polarisés Th2 [221, 223]. En parallèle, l’addition du NGF à 
des cultures de cellules lymphocytaires après activation, induit une augmentation de 
l’expression du récepteur à IL-2 (CD25) [193]. De plus, les travaux de la même 
équipe ont démontré que l’addition du NGF (10 ng/ml) en culture augmentait la 
production d’IL-2 par des cellules mononuclées activées par la concanavaline A (Con 
A). Cette production d’IL-2 est corrélée à l’augmentation de la prolifération cellulaire 
induite par l’addition de NGF aux cultures [224]. La production de NGF et 
l’expression de ces récepteurs à haute et faible affinités semblent dépendre de 
l’activation lymphocytaire T, plus particulièrement de la polarisation lymphocytaire T 
CD4 (Th1/Th2/Treg/Th17) que le NGF est capable de moduler [222].  
En effet, les travaux réalisés avec des modèles de souris asthmatiques 
(sensibilisées par de l’ovalbumine) ont mis en évidence un profil Th2/Th17 
prédominant associé à une augmentation des cytokines sériques IL-4, TNF-α et IL-
17, concomitants des manifestations respiratoires. La neutralisation du NGF par des 
anticorps bloquants induisait une diminution de l’inflammation respiratoire via la 
régulation de la production cytokinique, marquée par une diminution de l’Il-4, du 
TNF-α et de l’IL17. Sa neutralisation induit parallèlement une augmentation de l’Il-10, 
de l’IFN-γ et du TGF-β associée à un profil Th1/Treg prédominant. La neutralisation 
du NGF par les anticorps bloquants induisait une expansion des lymphocytes 




Th1/Treg améliorant le bronchospasme [225-228]. Le déséquilibre inflammatoire 
observé dans cette pathologie est donc induit par une polarisation lymphocytaire T 
avec un profil Th2/Th17 dépendant du NGF [225-228]. (Figure 12).   
Le NGF est également détecté dans les surnageants des lignées T qui expriment  les 
récepteurs TrkA et p75NTR [229]. 
 
Figure 12 : Illustration schématique de l’implication du NGF dans la mise en place des profils 
d’activation lymphocytaires dans les manifestations allergiques inflammatoires (d’après Shi.  Inflamm. 
Res. 2012) [228]). La sécrétion du NGF induit une polarisation lymphocytaire Th2/Th17, avec une 
sécrétion augmentée de cytokines IL-4, TNF-α et IL-17, concomitante des manifestations respiratoires 
(en rouge) ; la neutralisation du NGF contrebalance le profil d’activation T, en faveur d’un profil 
Th1/Treg avec une augmentation des cytokines INF-γ IL-10 et TGF-β inhibant l’induction du 
bronchospasme et de l’inflammation bronchique (en vert). 
 
5. 3. b. BDNF et lymphocyte T :  
Les lymphocytes T sont également capables de produire du BDNF [3, 230]. 
Cette production, présente notamment dans les lymphocytes T circulants, est 




augmentée chez les patients atteints de sclérose en plaque (SEP) ayant des 
lymphocytes T auto-réactifs [230, 231]. Les analyses in vitro ont montré que la 
production du BDNF par les lignées lymphocytaires T était augmentée après 
stimulation par la phytohémaglutinine (PHA) ou par les anti-CD3, mais aussi par 
l‘activation de la voie CD40L [3, 229, 230]. Ceci suggère que la production du BDNF 
par les cellules lymphocytaires T est soumise à une régulation. Toutefois, les études 
menées avec les souris inactivées pour le BDNF n’ont pas montré de dérégulation 
au niveau des différentes sous-populations lymphocytaires T présentes ou de leurs 
fonctionnalités [232]. Alors que la production lymphocytaire T de BDNF est augmenté 
après axotomie, celle-ci n’est pas responsable des phénomènes de neuro-réparation 
induits par ces cellules T ; en effet, les souris KO dont la production lymphocytaire T 
de BDNF présente une neuro-réparation identique aux souris contrôles [233, 234] 
[235].  
L’inhibition ou la surexpression du récepteur TrkB induit une perturbation de la 
maturation des thymocytes. L’activation de TrkB par le BDNF induit une cascade de 
signalisation de survie, impliquant le facteur de transcription c-fos qui favorise la 
survie des thymocytes les plus immatures. De plus, le BDNF est également secrété 
par les cellules du stroma thymique  [176].  
 
5. 3. c. NT-3 et lymphocyte T :  
La neurotrophine-3 (NT-3) et son récepteur de haute affinité TrkC sont 
exprimés par les lymphocytes T, notamment après activation des cellules T par de la 
Con A, mais aussi par des anti-CD3 [202, 229, 236]. Cette expression est différente 
selon la polarisation des  lymphocytes T. En effet, Sekimoto et ses collaborateurs ont 
montré que la NT-3 est bien produite par les lymphocytes T CD4+ polarisées Th2, 
mais pas par les Th1 ni les LT naïfs. Leurs travaux ont démontré que le traitement 
par de la NT-3 de cellules T activées par l’anti-CD3 induisait une augmentation de la 
production de l’IL-4 (cytokine Th2), mais n’affecte pas la production de l’INF-γ 
(cytokine Th1). Parallèlement, l’expression de son récepteur TrkC est augmentée par 
un profil Th2 et inhibée par un profil Th1 [236].  
Des études ont montré l’importance du système immunitaire et 
particulièrement les lymphocytes T CD4+ activés dans la plasticité axonale induite 
par la neurotrophine-3 lors de lésions de la moelle épinière [237]. A l’inverse de ce 




que qui a été démontré pour le BDNF, la réparation axonale dépend de la production 
de NT-3 et de l’existence d’une infiltration lymphocytaire locale, notamment liés à des 
lymphocytes Th2 [238]. 
 
5.4. Neurotrophines et les autres cellules du système 
immunitaire  
5. 4. a. Neurotrophines et lymphocytes NK (Natural Killer) :  
Bien que les cellules NK expriment à leurs surface les récepteurs aux 
neurotrophines TrkA, B et C [239, 240], les fonctions de ces derniers n’ont pas été 
approfondies dans ces cellules. L’une des rares publications dans ce domaine 
montre une augmentation de l’expression de TrkA par les cellules NK de souris 
traitées avec de IL-2. Néanmoins, l’ajout du NGF exogène n’induit pas de 
modification d’expression ni de survie de ces cellules [241]. Le récepteur p75NTR 
associé à la sortiline, également exprimé dans ces cellules, peut induire la mort 
cellulaire par la liaison de pro-NGF [240].  
L’infiltration lymphocytaire T et NK au niveau du système nerveux central est 
classiquement considérée comme une source d’aggravation de pathologies auto-
immunes telles que la SEP. Les travaux de Hammarberg et ses collègues, dans les 
modèles d’EAE (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) ont montré dans que 
l’infiltration du système nerveux est due à des cellules T CD4+ et NK, exprimant le 
BDNF et la NT-3. Ces neurotrophines lymphocytaires pourraient de façon paradoxale 
limiter les lésions neuronales induites par les cytokines TNF-α et INF-γ [242].  
 
5. 4. b. Neurotrophines et monocytes/macrophages :  
Les cellules monocytaires sont capables de produire du BDNF, et cette 
production est augmentée par les cytokines IL-6 et TNF-α [243]. Les monocytes 
produisent également du NGF qui a la capacité de les protéger contre l’apoptose 
induite par les rayons Ultra-Violets ou par la gliotoxine, via l’augmentation de 
l’expression des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 [244-245]. Par 
ailleurs, les macrophages expriment les neurotrophines NGF, BDNF, NT-3 et NT-4/5  
[209, 246-248].  




Le NGF et la NT-3 induisent une augmentation de l’expression de certaines 
chimiokines et de leurs récepteurs chez les macrophages comme le CXCL-
12/CXCR-4 [249, 250]. La fonction des macrophages en tant que CPA (Cellules 
présentatrices d’Antigènes) professionnelles ne semble pas être modifiée par les 
neurotrophines [249, 250].  
Dans le système nerveux central, les macrophages résidents, les cellules 
microgliales assurent, via la production de BDNF, le remodelage des synapses 
neuronales, une fonction majeure associée à l’apprentissage [251]. 
 
5. 4. c. Neurotrophines et mastocytes : 
Les cellules mastocytaires sont également productrices de neurotrophines 
[252-255]. La liaison du NGF à TrkA peut induire l’activation, la prolifération, la 
différenciation et la dégranulation des mastocytes et donc la libération de l’histamine, 
jouant ainsi un rôle important dans la réaction allergique [256].  
Les mastocytes synthétisent le NGF, le stockent et le secrètent dans le milieu 
extracellulaire, notamment dans la circulation sanguine. L’intensité de la réponse 
allergique est par ailleurs corrélée à l’augmentation des concentrations sériques du 
NGF libéré par ces cellules mastocytaires [256-258].  
L’infiltration des mastocytes dans les muqueuses bronchiques après 
exposition à un allergène est suivie d’une augmentation des concentrations du NGF 
dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire chez les patients asthmatiques. Ces 
mastocytes sur-expriment à leur membrane le récepteur TrkA [259]. De même, 
l’expression du TrkB au niveau des mastocytes est également augmentée lors 
d’exposition à des allergènes chez des patients ayant une rhinite allergique [260].  
Ainsi, le NGF, via sa liaison à TrkA induit l’activation, la survie et la 
dégranulation de ces cellules conférant au NGF un rôle clé d’amplification de la 
réponse allergique, notamment asthmatique [168, 261-263]. 
 
 
5. 4. d. Neurotrophines et polynucléaires/neutrophiles : 
• 5. 4. d. i. Les éosinophiles : 




Les neurotrophines sont produites par les éosinophiles, et l’expression du 
BDNF, du NGF et de la NT-3 sont plus importantes chez des patients allergiques et 
asthmatiques [264]. Raap et son équipe ont démontré que les taux de BDNF dans 
les sérums de patients atteints d’eczéma atopique étaient plus élevés que chez les 
donneurs contrôles. L’analyse des surnageants de culture de cellules éosinophiles 
de patients atopiques a montré qu’ils produisent plus de BDNF que chez les 
donneurs contrôles. En parallèle, l’expression membranaire des récepteurs TrkB et 
p75NTR était également plus importante chez les patients [265]. Dans une autre 
étude, le même groupe a montré que les concentrations de BDNF et de NGF dans 
les sérums des patients étaient corrélées à la sévérité de la maladie [266]. Le BDNF 
est également capable de protéger ces éosinophiles de l’apoptose basale en culture 
[265].  
Les mêmes auteurs ont mis en évidence une variation des niveaux 
d’expression des NT et de leurs récepteurs au niveau des éosinophiles circulants de 
sujets sains, ou atteints de rhinite allergique ou d’une dermatite atopique [267]. Ainsi, 
l’expression de TrkA, de TrkC et de p75NTR est maximale au cours de la dermatite 
atopique au cours de laquelle l’apoptose des éosinophiles est inhibée par le NGF, le 
BDNF et la NT-3, ces deux dernières NT augmentant le chimiotactisme de ces 
cellules [267].  
Les cellules épithéliales des voies respiratoires produisent également du 
BDNF et du NGF, et participent ainsi à la survie des éosinophiles tissulaires, 
notamment chez des patients atteints d’allergies des voies respiratoires, et donc 
contribuent à l’inflammation dans ces tissus [268].  
 
• 5. 4. d. ii. Les basophiles: 
Les basophiles expriment les récepteurs au NGF qui induit un effet pro-
prolifératif synergique du GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating 
Factor) [269]. Le NGF permet également d’augmenter la production et la sécrétion 
des cytokines Th2, particulièrement l’IL-4 et IL-13 par les basophiles activés [270-
272]. Il induit également l’expression membranaire des IgE et la libération des 
leukotriènes [270, 271, 273, 274]. 
  





II. La Neurotensine: 
1. Généralités : 
La neurotensine (NTS) a été isolée en1973 dans l’hypothalamus de bovin par 
Carraway et Leeman, l’injection de ce peptide à des rats induisait une dilatation du 
duodénum et une hypotension, ces effets biologiques étant à l’origine de son 
appellation, Neurotensine [275]. Les mêmes auteurs ont ensuite purifié et séquencé 
la NTS à partir d’extraits hypothalamiques bovins [276]. Elle est composée de 13 
acides aminés. Chez l’Homme, son gène est localisé sur le chromosome 12 (12q21) 
[277]. La NTS est apparentée à un autre neuropeptide découvert au niveau du 
système nerveux périphérique de porc, la Neuromédine N (NN) [278]. Ces deux 
peptides, NTS et NN sont synthétisés à partir d’un précurseur commun, la pro-
neurotensine, dont d’ADNc a été cloné pour la première fois dans le cerveau humain 
en 1992 [279], après avoir été cloné préalablement dans le tube digestif du chien 
[280]. Les deux peptides sont codés par le même exon. Les comparaisons de 
séquences ont révélé que les précurseurs sont identiques dans le système nerveux 
et dans le tube digestif, prouvant que le peptide synthétisé est le même dans les 
deux tissus. Chez le rat, la séquence du précurseur de la NTS et la NN a également 
été déterminée, montrant une grande homologie entre les espèces, ce qui indique 
que le gène de la NTS est conservé au cours de l’évolution [281], et suggère une 
conservation de la structure mais aussi de la fonction des neuropeptides synthétisés 
à partir de ces précurseurs. La séquence hexapeptidique en C-terminale est d’une 
importance capitale dans la liaison de la NTS à ses récepteurs [282, 283].  
La pro-neurotensine/neuromédine N est composée de la neuromédine N et de la 
neurotensine en C-terminal ainsi que d’un peptide-signal de 22 acides aminés en N-
terminal qui permet la translocation des peptides au cours de leur maturation et 
sécrétion. Entre les séquences des futures NTS et NN s’insèrent des doublets 
d’acides aminés basiques Lysine-Arginine (KR).  Des pro-hormones convertases 
spécifiques (PC1 et PC2) vont cliver le peptide au niveau de ces doublets basiques, 
qui sont par la suite éliminés par une carboxypeptidase E [284-286]. A la suite de ces 
maturations, les deux principaux peptides matures sont synthétisés :  





- La neuromédine N (NN) constituée de 6 acides aminés (Leu-Ile-Glu-Phé-Asp-
Ile), qui peut agir directement sur les cellules musculaires lisse du tractus 
digestif en induisant leurs la contraction [278, 287]. 
- La neurotensine (NTS)  constituée de 13 acides aminés (Glu-Leu-Tyr-Glu-
Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu) pour une de masse moléculaire 1674  
Da [276]. 
La maturation de la pro-neurotensine/neuromédine N, peut également générer un 
autre précurseur de 117 acides aminés, noté pro-NTS/NN 1-117. Ce peptide est 
produit notamment par les cellules du tractus digestif suite à la prise d’un repas. 
Détectée dans la circulation, elle aurait les mêmes fonctions que la NTS avec une 
structure plus stable [285]. La maturation de la pro-NTS/NN peut également être 
différente au niveau quantitatif selon les tissus. Au niveau du système nerveux 
central, les quantités de NTS et de NN sont équivalentes. Dans le tube digestif, une 
forme plus longue de la neuromédine N est produite et secrétée, la « Big-NN » [288, 
289], alors qu’on retrouve une forme de plus longue de neurotensine « Big-NTS » 
produite par la surrénale [290] (Figure 13). 
 
Figure 13 : Représentation schématique de la transcription du gène codant pour la protéine précurseur, 
la pro-Neurotensine/Neuromédine N (Pro-NTS/NN) et les étapes de sa maturation (d’après Dobner et 
al. 1987 ; Kisklauski et al. 1988 ; Carraway. et al. 1991 et Vincent et al. 1999 [280, 281, 291, 292]).  
Ce gène possède 4 exons, les séquences codantes pour la NTS et la NN matures sont localisées sur 
l’exon 4. La NTS est synthétisée en tant que protéine précurseur, la pro-Neurotensine/Neuromédine 




(pro-NTS/NN)  NN). Ce précurseur est composé du côté N-terminal, d’un peptide signal (PS),  de la 
Neuromédine N (NN) en bleu et de la Neurotensine (NTS) en rouge du côté C-terminal. Cette 
séquence est encadrée par trois doublets basiques (Lys-Arg), sites de clivage des pro-protéines 
convertases (PCs). Dans le cerveau, la pro-NTS/NN donne lieu à la NTS et à la NN. Dans l'intestin, il 
s’agit de la formation de NTS et d’un grand peptide (Large NN ou Big NN) contenant la séquence de 
la NN et une partie de la protéine précurseur en C-terminal. Dans les glandes surrénales, les principaux 
peptides produits sont la NTS, la big-NN et un grand peptide se terminant par la séquence de la NTS 
(large NTS ou big NTS). 
La NTS mature est stockée dans des granules de sécrétion puis libérée sous 
l’impulsion du calcium intracellulaire. In vivo, la NTS est secrétée dans la circulation 
sanguine lors de l’ingestion d’acides gras au cours d’un repas [293-297]. Chez le rat, 
la stimulation électrique du mésencéphale induit sa libération dans le cortex 
préfrontal [298]. Eriste et ses collaborateurs ont démontré que la neurotensine 
pouvait également avoir une isoforme biologiquement active, résultant d’une 
arginylation sur le résidu Glutamate (Glu) localisé en N-terminal. Cette modification 
post-traductionnelle génère un peptide ayant des propriétés de liaison aux 
récepteurs à la neurotensine (NTSRs), mais avec une affinité plus importante [299]. 
 
2. Neurotensine et système nerveux central :  
La NTS est considérée comme un neurotransmetteur de localisation 
neuronale où elle se concentre dans les granules de sécrétion, dans les terminaisons 
nerveuses et/ou dans le corps cellulaire du neurone [300-304]. Chez l’Homme, les 
localisations de la NTS dans le système nerveux central sont proches de celles 
observées chez le rat, l’expression de la NTS étant cependant associée à sa fonction 
dans les différentes régions du système nerveux [300, 302, 305-308]. Ainsi, la NTS 
est principalement concentrée au niveau de la région dans laquelle elle a été 
identifiée, l’hypothalamus [275, 309]. Au niveau de l’hypophyse, elle module les pics 
de sécrétion de l’hormone LHRH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone). Par 
ailleurs la NTS n’as pas ou très peu d’effet sur la production de l’hormone FSH 
(Follicle-Stimulating Hormone) [310, 311].  
Au cours de la période embryonnaire, la NTS apparaît très tôt au cours du 
développement du système nerveux. Chez le rat, elle est détectée dès le 16ème jour 




de gestation, initialement dans le bulbe olfactif primitif et dans la zone de la future 
amygdale, ainsi que dans d’autres zones du cerveau antérieur et du diencéphale, 
suggérant un rôle important de ce peptide dans la mise en place du système nerveux 
central [312-314].  
Ainsi, la NTS apparaît dès les premières étapes du développement du 
système nerveux dans certaines zones (bulbes olfactifs, noyaux de l'amygdale, strie 
terminale, subiculum, cortex cingulaire, cortex entorhinal, noyau du tractus solitaire, 
striatum), puis son expression diminue rapidement au cours de la progression de 
l’ontogenèse [283, 308, 312-314]. A l’inverse, dans d’autres régions (cortex piriforme, 
noyaux ventriculaires de l’hypothalamus, noyau supra-chiasmatique et noyau du nerf 
trijumeau), l’expression de la NTS augmente progressivement au cours du 
développement, et se stabilise lorsque l’individu atteint son âge adulte [283, 308, 
312, 313]. La NTS est particulièrement retrouvée dans l’hypothalamus, dans les aires 
de contrôles de la douleur où elle module la réponse nociceptive, agissant comme un 
analgésique ; elle intervient également dans le contrôle de la thermorégulation [315-
323].  
L’axe neurotensinergique régule également la neurotransmission ; en effet la 
NTS est co-localisée dans les vésicules de sécrétion de neurotransmetteurs comme 
la dopamine, montrant l’interaction de ces deux voies [324]. La NTS interagit 
également avec la voie cholinergique, en augmentant la sécrétion de l’acétylcholine 
chez le rat [325-329]. Elle interagit aussi avec les voies sérotoninergique [329-331], 
GABAergique [332, 333] et glutamatergique [334-336]. 
L’interaction de la NTS et sa capacité de modulation des différentes voies des 
neurotransmetteurs les plus actifs dans les réponses neuronales lui confèrent de 
façon indirecte des rôles dans la physiopathologie de désordres neuronaux et 
psychiatriques. Elle est notamment impliquée dans des pathologies 
neurodégénératives telles que les maladies de Parkinson et de Huntington, mais 
également dans la schizophrénie [337, 338]. L’ensemble des actions de la NTS dans 
le système nerveux central en physiologie et en pathologie est confirmée par le 
modèle de souris inactivées pour ce neuropeptide [339].  
Au niveau de la moelle épinière, la NTS est également détectée, avec des 
densités importantes dans les zones de la substance gélatineuse de Rolando [301, 
308, 340].  





3. Neurotensine dans le tube digestif : 
La NTS présente hors système nerveux central est principalement localisée 
au niveau du tractus gastro-intestinal (œsophage, estomac et intestin grêle). Sa 
fonction dans ces tissus est neuroendocrinienne. Elle est impliquée dans le 
développement du tractus intestinal. Son expression augmente progressivement 
jusqu’à l’âge adulte. Cette augmentation peut être transitoirement accrue, 
notamment lors de la transition de l’alimentation exclusivement lactée à un régime 
plus diversifié [309, 341-347]. 
Chez l’homme, la NTS est en grande majorité synthétisée par les cellules 
endocrines iléo-jéjunales, dans les cellules gastriques et les cellules musculaires 
lisses de l’intestin [309, 348-350]. Outre une action dans la motricité et la croissance 
des cellules intestinales, elle module la composition des sécrétions pancréatiques et 
gastriques dans le but de faciliter la digestion des aliments, particulièrement des 
lipides [351-355].  
La NTS est soumise à une désactivation protéolytique importante. Tout 
comme les autres neurotransmetteurs, elle est dégradée très rapidement par des 
endopeptidases et des carboxypeptidases, notamment dans le système nerveux 
central [356, 357].   
 
Tableau 1 : Illustration du niveau d’expression de la neurotensine dans les différents tissus 











Colon +/- [289, 360] 





Poumon Non détectée 
Coeur + 
Médulo-Surrénale ++ [359] 
 






4. Les récepteurs à la neurotensine :  
Les premières études menées sur les récepteurs de la NTS suggèrent 
l’existence de deux sites différents de liaisons, notamment dans le système nerveux 
central des rongeurs [361, 362], mais aussi chez l’Homme [358, 363]. Ces deux sites 
de liaison se distinguent par leurs différences d’affinité à la NTS, avec une haute 
affinité pour le premier (Kd=0.15 - 0.5 nM) et une faible affinité pour le second (Kd= 5 
-7 nM) [364, 365]. Les récepteurs à la NTS sont actuellement identifiés et notés 
NTSRs (Neurotensin Receptors). Les deux premiers NTSR1 et NTSR2 sont des 
récepteurs couplés à des protéines-G (RCP-G), similaires aux autres récepteurs aux 
neuropeptides, avec 7 domaines transmembranaires [292, 366] (Figure 14). Le 
troisième récepteur NTSR3 est également appelé sortiline. C’est un récepteur de 
type-I qui est un protéine-récepteur de la famille à domaine Vps10 (Vacuolar protein 
sorting-10) [151, 367]. La sortiline fut est apparentée à une protéine de « sorting » 
initialement identifiée chez la levure [368]. Elle est principalement localisée en 
intracellulaire de par sa fonction primaire de transport et de sécrétion des protéines 
depuis le réticulum endoplasmique vers le milieu extracellulaire ou dans le réseau 
trans-golgien (TGN : Trans-Golgi Network) [369]. 
 
Figure 14 : Représentation schématique comparative des structures des récepteurs NTSR1 et NTSR2 
chez le rat (D’après Vincent. Trend Pharmacol Sciences.1999 [292]).  




Les 2 récepteurs comportent 7 domaines transmembranaires (TM 1 à 7). E1, E2, E3, E4 et I1, I2, I3, I4 
désignant respectivement les boucles extracellulaires et intracellulaires. Les résidus spécifiques de 
NTSR1 sont en bleu et ceux de NTSR2 en jaune, et les acides aminés invariants entre les deux 
récepteurs en vert. Les sites spécifiques de liaison de la neurotensine (rose) ainsi que les sites 
spécifiques de liaison de l’inhibiteur pharmacologique de NTSR1 (SR48692) (orange) sont indiqués. 
Les sites de liaison communs à la neurotensine et au SR48692 sont marqués en rouge. Les résidus 422 
et 424 (violet), sont indispensables à l’internalisation de NTSR1. La boucle I3 en gris, représente le 
site de liaison de la Phospholipase C. Plusieurs sites de glycosylation sont identifiés symbolisés (Y), 
notamment du côté extracellulaire.  
 
 
4. 1. NTSR1:  
4. 1. a. Structure : 
Le gène de NTSR1 et son promoteur ont été initialement clonés chez le rat, 
grâce au criblage des banques de cDNA de cerveau [370, 371]. Chez l’Homme, 
NTSR1 a été cloné à partir d’une lignée cellulaire d’adénocarcinome colorectal, HT29 
[372]. La protéine NTSR1 est un récepteur transmembranaire qui est composé de 
424 acides aminés chez le rat et de 418 chez l’Homme. Il est composé de 4 boucles 
du coté extracellulaire (notées : E1, E2, E3 et E4) et de 4 boucles du coté 
intracellulaire (notées : I1, I2, I3 et I4). Il traverse la membrane plasmique par 7 
domaines transmembranaires (Figure 14). Ce récepteur comporte 2 cystéines 
présentes dans les boucles extracellulaires E1 et E2, ainsi que 4 sites de 
glycosylation situés au niveau N-terminal et dans la boucle extracellulaire E2 [292]. 
L’analyse de la génétique de ce récepteur chez le rat, notamment des mutations 
centrées sur les résidus chargés ou hydrophobes et aromatiques, a fourni des 
données intéressantes concernant les résidus spécifiques impliqués dans la liaison à 
la fois de la NTS mais aussi de son antagoniste, le SR 48692 (Meclinertant ®) 
(Figure 15 - b) [373-377].  
Ainsi, par mutagenèse dirigée, les principaux sites de liaison de la NTS et de 
l’antagoniste SR48692 au récepteur NTSR1 ont été confirmés. La NTS peut se fixer 
via 3 acides aminés au niveau de la boucle E4 (Trp339, Phe341 et la Tyr349) [374, 
375, 378]. 




La séquence d’acides aminés du récepteur NTSR1 chez l’Homme est 
homologue à environ 84% de celle identifiée chez le rat par l’équipe de Nakanishi 
[370, 372]. Son gène est localisé sur le chromosome 20q13. Quatre exons codent 
pour deux transcrits. Le premier (NM_002531), constitué de 4132pb, code pour une 
protéine de 418 acides aminés, pour une taille d’environ 55 kDa. Le second, non 
codant, est constitué de 2950pb. Plusieurs études ont montré que le récepteur 
NTSR1 peut être glycosylé. Sa glycosylation est associée à sa relocalisation 
membranaire et à l’activation de ce récepteur [379-381]. 
 
4. 1. b. Localisation tissulaire, signalisation et régulation : 
• Localisation tissulaire :  
Le récepteur NTSR1 apparaît tôt au cours du développement embryonnaire. 
Les expériences d’hybridations in situ et d’autoradiographies chez le rat ont montré 
que les transcrits de NTSR1 sont détectés à partir du 16ième et 18ième jour du 
développement embryonnaire au niveau du cerveau, particulièrement au niveau de 
la région du cortex, puis ce pic d’expression décroit au cours de la première semaine 
à 10 jours suivant la naissance [382-384]. Chez l’Homme, grâce aux techniques de 
radio-marquage et d’autoradiographie de la NTS, la localisation du récepteur NTSR1 
dans le cerveau a été mise en évidence, particulièrement dans le locus niger, dans 
les noyaux de l’amygdale, l’aire tégumentaire ventrale, dans le cortex cingulaire, 
enthorinal et olfactif [385-388].  
En dehors du système nerveux central, la localisation du récepteur NTSR1 
suit la même distribution que l’expression de la NTS, principalement dans le tube 
digestif et l’estomac [389-391]. NTSR1 est également exprimé dans le foie, le 
pancréas et dans l’utérus [392-396], mais aussi au niveau du ganglion 
parasympathique [397]. Au niveau de la moelle épinière, NTSR1 est détecté 
exclusivement dans la substance gélatineuse de la corne dorsale, ce qui renforce le 
rôle potentiel de la NTS et de ce récepteur dans l'action anti-nociceptive [398]. Les 
souris KO NTSR1 présentent des anomalies de la thermorégulation, un syndrome 
extra-pyramidal et des troubles de la motilité. L’interaction de la NTS avec le système 
dopaminergique est également perturbée par la perte d’expression de ce récepteur, 
avec des perturbations du système dopaminergique méso-limbique, contrôlant la 
production de l’hormone de satiété, la leptine [399].   








• Inactivation de NTSR1 et réponse à la neurotensine : 
Le modèle murin inactivé pour NTSR-1 génère des souris viables et de 
comportement normal, avec une fixation de la NTS sur NTSR2 au niveau cérébral 
comparable à ce qui est observé chez les souris sauvages ; en revanche, ces souris 
NTSR1-/- présentent une absence de réponse hypothermique après injection de NTS 
[400]. Ces souris NTSR1-/- se caractérisent également par un comportement 
alimentaire d’hyperphagie ; la nociception est en revanche inchangée [21, 400]. 
 
• Régulation de l’expression membranaire du récepteur NTSR1 : 
Les travaux de Scarceriaux et son équipe ont montré que l’expression du 
récepteur NTSR1 peut être soumise à une régulation négative par la NTS. Dans le 
système nerveux central, la stimulation de l’hypothalamus par de la forskoline ou de 
la dexaméthasone induit une production de NTS qui régule négativement la 
production de NTSR1. De plus, le traitement de l’hypothalamus par de la NTS 
exogène induit les mêmes effets de diminution de l’expression du récepteur NTSR1.  
Le traitement prolongé de culture primaires de neurones fœtaux par un 
analogue de la neurotensine, le JMV-449 ([Lys8-(CH2NH)-Lys9]-Pro-Tyr-Ile-Leu), 
induit une dégradation des transcrits de NTSR1 [401, 402]. Inversement, le 
traitement de certaines aires du système nerveux central, notamment l’hypothalamus 
du rat, par l’antagoniste de NTSR1, le SR48692, induit une augmentation de 
l’expression transcriptionnelle de ce récepteur [403, 404]. Les mêmes résultats de 
modulation transcriptionnelle de NTSR1 sont obtenus in vitro avec l’agoniste de 
NTSR1, le JMV449 au niveau de cellules malignes issues de neuroblastome humain 
ou murins (lignées CHP212 et N1E-115), d’adénocarcinome colique (HT29). De 
façon intéressante, le traitement par l’agoniste de la NTS JMV 439 diminue 
l’expression de NTSR1 au niveau de culture primaire de neurones embryonnaires de 
rat, cet effet étant aboli par le traitement préalable de ces cellules par l’antagoniste 
de NTSR1 le SR48692, suggérant une régulation négative dépendant de la liaison 




NTS - NTSR1 [402, 405, 406]. Par ailleurs, une diminution du nombre de sites 
potentiels de liaison sur le récepteur NTSR1 exprimés est observée chez certaines 
lignées cellulaires de neuroblastome. Cette diminution serait due à une rétention du 
récepteur dans des vésicules de stockage intracellulaire [407-409].  
Les études dose-réponse à l’inhibiteur SR48692 ont montré une plus grande 
affinité pour NTSR1 (avec un Kd de l’ordre de 100 à 300 pM) [410]. Cet inhibiteur non 
peptidique (Figure 15- b), bloque les effets de la NTS et la transduction du signal, 
tels que la production de l’inositol phosphate et le signal calcique [411, 412]. Des 
mutations induites sur les boucles extracellulaires E3 et E4 du récepteur NTSR1 ont 
mis en évidence plusieurs sites impliqués dans la liaison de cet inhibiteur [374, 413, 
414]. L’injection de cet antagoniste à des rats inhibe la locomotion induite par 
l’injection de la NTS dans le système nerveux central [415, 416]. Toutefois, chez les 
rongeurs, le SR48692 n’affecte pas l’effet hyperthermique ou analgésiant induit par 
la NTS. Ces données suggèrent que les effets primaires induits par la NTS ne 
passent pas systématiquement par le récepteur NTSR1 [417].  
Cependant, le SR142948A, un autre antagoniste reconnaissant les deux 
récepteurs NTSR1 et NTSR2 (Figure 15-c) est capable d’inhiber certains effets 
induits par l’injection de la NTS dans le système nerveux central, tels que 
l’hyperthermie et l’analgésie [411, 418], suggérant que ces fonctions dépendent du 
récepteur NTSR2 lors de son activation par la NTS.  
 
 





Figure 15 : Représentation schématique de la structure chimique linéaire de la NTS (a) et des 
antagonistes non peptidiques des récepteurs NTSRs (D’après Baxendale Bioorg Med Chem 2013 et. 
Gully. J Pharmacol.Ther. Exp. Ther. 1997 [411, 419]). L’antagoniste SR48692 ou Meclinertant® (b), 
agit spécifiquement sur le récepteur NTSR1, alors que l’antagoniste SR142948A (c) interagit avec les 
deux récepteurs à la neurotensine, NTSR1 et NTSR2.  
 
• Signalisation intracellulaire induite par la fixation de la NTS sur NTSR1: 
L’interaction de la NTS avec le récepteur NTSR1 membranaire induit la 
transduction d’un signal intracellulaire. Le récepteur NTSR1 fait partie de la famille 
des récepteurs couplées aux protéines-G (RCPG), et donc capable d’activer les 
seconds messagers, dépendant notamment du recrutement et de l’activation de la 
phospholipase C (PLCγ la voie de la Phosphatidyl-Inositol-diphosphate (PIP2 : 
Phosphatidyl-Inositol-4,5-Diphosphate), qui génère de l’Inositol 3-Phosphate (IP3) et 
de la Di-Acyl Glycerol (DAG) [292, 420, 421]. Ces seconds messagers vont induire 
une augmentation du calcium intracellulaire, et l’activation de la kinase PKC (Protein 
Kinase C) et par conséquent l’activation des voies des MAPKs/Erk (Mitogen 




Activating Protein Kinases/Extracellular Signal-regulated Kinase) [422-428] et de la 
NO-synthase  [429, 430] (Figure 16). 
 
 
Figure 16 : Illustration schématique de la signalisation intracellulaire induite par la stimulation du 
récepteur NTSR1 par la NTS et associée à la cancérogenèse (d’après Dupouy 2011 [431]).  
L’interaction de la NTS avec le récepteur NTSR1 conduit à la survie et à la prolifération cellulaire via 
l’activation de la Phospholipase C-γ (PLCγ), des stocks de calcium intracellulaires et de la PKC. La 
NTS peut également stimuler la transcription de son propre gène et de celui de l’EGF (Violet), 
conduisant ainsi à une transactivation des récepteurs EGFR pouvant conduire à une prolifération et 
une invasion tumorale (Vert), à la survie et la croissance cellulaire (Orange), à la mobilité et la 
migration cellulaire (Bleu) via l’activation de différentes voies intracellulaires.  
 
• Localisation cellulaire de NTSR1 et modulation de la signalisation : 
Les récepteurs couplés au protéines-G (RCPG), récepteurs de surface 
cellulaire, sont généralement connus pour transduire un signal à des seconds 




messagers tels que l'AMP cyclique (AMPc) exclusivement à partir de la membrane 
plasmique. Toutefois, les études les plus récentes indiquent que les RCPG peuvent 
continuer à induire leur signalisation après internalisation de leurs ligands/agonistes 
dans la cellule ainsi déclencher une nouvelle transduction du message, totalement 
différente de celle opérant à la membrane [432]. L’internalisation des récepteurs 
couplés au protéines-G de la NTS a été mise en évidence dans plusieurs modèles 
d’études [433]. Chez le rat, la Thr422 et la Tyr424 localisées au niveau de l’extrémité 
cytoplasmique (Boucle I4), jouent un rôle crucial dans l’internalisation du récepteur 
NTSR1 [434].  
L’endocytose de NTSR1 a lieu dans des vésicules endosomales. Celles-ci 
migrent à l’intérieur de la cellule, fusionnent avec une vésicule de lysosome qui en 
dégrade leurs contenus [407, 423, 435-439]. Le trafic intracellulaire de ces vésicules 
ainsi que la dégradation enzymatique par le lysosome de leur contenu sont cruciaux 
dans la régulation de l’expression et la signalisation du récepteur NTSR1 [440-442]. 
L’internalisation de NTSR1 est bloquée par le SR48692 [443]. Cette internalisation 
du récepteur NTSR1 est également observée, in vitro, au sein de la lignée de cancer 
colique HT29, en cas d’hétérodimérisation membranaire de ce récepteur à la sortiline 
[444]. En revanche, la réponse cellulaire à la NTS après internalisation de NTSR1 ou 
de l’hétérodimère NTSR1-sortiline diffère, notamment en ce qui concerne l’activation 
de Erk [443-445]. 
 
4. 2. NTSR2:  
4. 2. a. Structure : 
NTSR2 est le second des récepteurs à la NTS à avoir été cloné dans le 
cerveau de la souris par Mazella et son équipe en 1996 [446]. L’équipe de Chalon 
lors de leurs études des banques d’ADNc d’hypothalami de rats, a montré la 
présence d’un second récepteur avec une forte homologie (près de 64%) au 
récepteur NTSR1 précédemment décrit [447]. Puis, Vita dans les laboratoires de 
recherche de Sanofi, a cloné NTSR2 à partir du cortex humain [448]. NTSR2 est, 
comme NTSR1, un récepteur transmembranaire de la famille des RCPG avec 7 
domaines transmembranaires (TM1 à TM7). Chez l’Homme, NTSR2 légèrement plus 
court que son homologue NTSR1, est constitué de 410 acides aminés et présente 
une extrémité N-terminale plus courte que celle de NTSR1, mais une troisième 




boucle intra-cytoplasmique (I3) plus longue (une vingtaine d’acides aminés de plus) 
(Figure 14) [292]. Toutefois, à ce jour, aucune donnée ne démontre la glycosylation 
de NTSR2. Ce récepteur est également caractérisé par l’absence de résidus Asp113 
(Aspartate) retrouvé au niveau du second domaine transmembranaire (TM2) de 
NTSR1, l’Asp113 étant remplacé par une Ala79 (Alanine) sur la protéine NTSR2. Ce 
résidu conservé dans les seconds domaines transmembranaires (TM2) des RCPGs 
et qui leurs confère leur sensibilité au sodium est absent et favorise l’interaction avec 
la protéine-G et augmente l’affinité du récepteur à son agoniste [421, 446, 447, 449]. 
NTSR2 est un récepteur de faible affinité pour la NTS (Kd= 2nM) [446]. 
 
Chez l’Homme, le gène NTSR2 est localisé sur le chromosome 2p25. Il code 
également pour quatre exons, pour un transcrit de 1569 pb (NM_012344). Chez la 
souris, les expériences de Northern blot menées sur des cerveaux ont montré qu’un 
second transcrit du gène NTSR2 codait pour un second variant du récepteur, noté 
vNTSR2. Cette isoforme est le résultat d’une délétion suite à un épissage alternatif. 
Chez le rat, cette isoforme plus courte (environ 281 acides aminés contre 410 acides 
aminés pour la forme longue) est déletée de son cinquième domaine 
transmembranaire et des boucles I4 et E4. Les analyses de RT-PCR sur les 
cerveaux de rats ont confirmé l’expression du vNTSR2 dans le bulbe olfactif, le 
néocortex et dans l’hypothalamus [450-453]. Son expression est limitée au système 
nerveux. Toutefois, l’isoforme vNTSR2 n’est pas exprimée dans les cellules gliales 
[454]. 
 
4. 2. b. Localisation tissulaire et régulation: 
NTSR2 est également appelé « Levocabastin-sensitive Neurotensin 
Receptor ». La Lévocabastine (Figure 15-b), est un antagoniste de récepteur H1 à 
l’histamine, qui agit également de manière compétitive avec la NTS au niveau des 
sites de liaison du récepteur NTSR2 [447]. La liaison de NTSR2  à la Lévocabastine 
est à haute affinité, à l’inverse de ce qui est observé avec le récepteur NTSR1 [447].  
Le récepteur NTSR2 a également été décrit comme étant sensible à 
l’antagoniste de la neurotensine, le SR1492948A (Figure 15-c) et non sensible au 
SR48692 (Meclinertant ®) [411, 448]. Toutefois, des effets paradoxaux de cet 




inhibiteur ont été décrits pour le récepteur humain dans des modèles de transfection 
[448, 455].  
Les premières études de radio-marquage de la NTS après traitement à la 
Lévocabastine, ou par radio-marquage direct de la Lévocabastine, ainsi que les 
expériences de RT-PCR et d’hybridation in situ menées chez les rongeurs, ont 
démontré que le récepteur NTSR2 était principalement exprimé dans le cerveau, 
notamment dans les zones du cortex préfrontal, des régions hippocampiques, 
hypothalamiques et du cervelet [362, 412, 446-448, 456, 457]. La présence de 
NTSR2 dans les cellules neuronales a été confirmée par l’équipe de Sarret [458].  
L’expression de NTSR2, également démontrée au niveau astrocytaire, peut être 
diminuée par la stimulation pro-inflammatoire induite par le LPS [459].  
Chez l’Homme, le récepteur NTSR2 est également exprimé au niveau du 
tractus digestif, dans l’estomac et les intestins, et ce particulièrement au niveau des 
membranes plasmiques des cellules pariétales de la muqueuse gastrique [460]. 
Cette expression a été également démontrée dans le système digestif chez le rat 
[461], et chez le chien [462]. Le récepteur NTSR2 est également exprimé dans le 
pancréas endocrine où il joue un rôle anti-apoptotique sur les cellules β des îlots de 
Langerhans [460, 463, 464], dans l’utérus [465, 466] et dans le rein [448, 467]. 
La fonction du récepteur NTSR2 est principalement étudiée au niveau du 
système nerveux central, où il est impliqué dans la régulation de la nociception 
induite par la NTS. L’effet analgésique de la NTS est inhibé par l’utilisation 
d’oligonucléotides-interférents ciblant NTSR2 [411, 468-471]. De plus, l’inhibition de 
l’expression du récepteur NTSR1 par des oligonucléotides-interférents n’affecte pas 
l’effet analgésique de la NTS [472]. Les analyses des modèles murins de KO NTSR1 
de l’équipe de Pettibone ont montré par le test de sensibilité sur plaque chauffante, 
que les souris homozygotes (NTSR1-/-) étaient insensibles à l’effet analgésique induit 
par la NTS, contrairement aux souris hétérozygotes (NTSR1+/-) et sauvages (NTSR-
1+/+) [400]. Ces observations, complétées par l’étude menée par l’équipe de Maeno, 
comparant la nociception entre les deux modèles murins des KO NTSR1 et KO 
NTSR2, ont confirmé le rôle important joué par NTSR2 dans l’induction de 
l’analgésie par la NTS [473]. Les souris KO NTSR2 montrent également un déficit de 
la mémoire liée à un réflexe conditionné, sans qu’un déficit au niveau du système 
locomoteur ne soit recensé [474].  




La signalisation induite par l’interaction NTS/NTSR2 n’est pas complétement 
élucidé. La surexpression de ce récepteur dans différents modèles cellulaires a 
permis de comprendre quelques mécanismes de la transduction du signal induite par 
l’activation de NTSR2. La transfection de cellules COS par le vecteur NTSR2 humain 
a montré que ce récepteur avait une activité constitutive, capable d’induire une 
augmentation de la production de l’Inositol Phosphate (IP) [475]. Une stimulation de 
NTSR2 par la neurotensine ou la Lévocabastine induit une augmentation du calcium 
intracellulaire ainsi qu’un recrutement de la voie Erk [476].  
Les récepteurs NTSR1 et NTSR2 sont tous les deux internalisés après leurs 
interactions avec la neurotensine. Ainsi, la transfection de NTSR2 murin dans des 
modèles de lignées cellulaires humaines a montré que NTSR2 peut être recyclé à la 
membrane plasmique en faisant intervenir la protéine chaperonne NEEP-21 
(Neuronenriched endosomal protein de-21 kDa) [477, 478]. De plus, la suppression 
de cette protéine par des ARNs interférents a montré une inhibition importante du 
recyclage de NTSR2 après son internalisation [477]. Par ailleurs, le recyclage du 
récepteur NTSR2 murin dépend la phosphorylation d’un seul résidu Tyrosine 
(Tyr237), localisé au niveau de la boucle intracellulaire (I3) [479]. Chez l’Homme, le 
résidu Tyrosine (Tyr237) est remplacé par une Cystéine, expliquant l’absence du 
recyclage de ce récepteur [479].  
 
4. 3. NTSR3/Sortiline :  
4. 3. a. Structure : 
• Structure de la sortiline et protéines apparentées : 
La sortiline a été isolée pour la première fois dans l’équipe de Mazella, comme 
le troisième récepteur à la neurotensine (NTSR3) dans le cerveau humain [480]. 
C’est une protéine de transport de 95 KDa qui appartient à la famille des protéines 
de transport à domaine Vps10 (Vacuolar  protein  sorting-10 Domain). Quatre autres 
membres de la famille des protéines à domaine Vps10 sont connus chez les 
mammifères : SORLA, SorCS1, SorCS2, et SorCS3 [481-483] (Figure 17).  
La sortiline/NTSR-3 a été détectée par Northern et Western-blot dans le 
cerveau, la moelle épinière, les muscles squelettiques, le cœur, la thyroïde, le 
placenta et les testicules [151]. Par la suite, les analyses d’immuno-histochimie et 




d’hybridation in situ menées sur les cerveaux de rats ont montré une large 
distribution dans les corps cellulaires neuronaux, les dendrites du bulbe olfactif, le 
cortex piriforme, la substance noire, le septum latéral et les noyaux thalamiques 
[484].  
La sortiline est principalement localisée en intra-cellulaire au niveau des 
neurones et des oligodendrocytes (appareil de Golgi et les vésicules du réticulum 
endoplasmiques), un faible pourcentage de la protéine étant situé au niveau de la 
membrane plasmique [484]. 
La sortiline a été initialement décrite comme co-récepteur de la RAP 
(Receptor-Associated Protein) [151, 485, 486]. Contrairement aux deux premiers 
récepteurs à la neurotensine de type RCPG (NTSR1 et NTSR2), la sortiline possède 
une fonction de récepteur de type I [151, 367, 487]. Elle apparentée à une protéine 
de « sorting » identifiée chez la levure comme un récepteur de transport d’enzymes 
lysosomales du Golgi vers la vacuole [368]. Contrairement aux autres récepteurs à la 
neurotensine, la sortiline ne possède qu’un seul domaine transmembranaire, son 
domaine extracellulaire est large et possède une grande homologie avec la 
carboxypeptidase Y de la levure, notamment au niveau du domaine de Vps10p [151, 
487-489] (Figure 17). Il comprend deux régions homologues avec un motif C-
terminal à l'extrémité de chaque région contenant un domaine riche en cystéines (10 
résidus de Cystéine ou motifs à 10CC) (Figure 17). La distance entre les résidus de 
Cystéine est conservée au cours de l’évolution. La sortiline/NTSR3 présente la 
même affinité à la NTS que celle du récepteur NTSR1 [480]. 
La sortiline est synthétisée sous forme de pro-sortiline. Durant sa maturation 
post-traductionnelle au niveau de l’appareil de Golgi un fragment d’environ 44 acides 
aminés du coté de l’extrémité N-terminal est clivé, donnant la sortiline mature [490]. 
Durant cette maturation, un petit peptide de 17 acides aminés est généré, appelé, la 
spadine Ce pro-peptide est capable de se lier au récepteur NTSR3 mature avec une 
haute affinité (Kd=5 nM). La spadine exerce un rôle d’antagoniste du canal 
potassique TREK-1 et peut également interagir avec le système sérotoninergique 
impliqué dans la dépression. Ce dérivé naturel de la sortiline pourrait constituer une 
nouvelle molécule à visée anti-dépressive [491-493]. 
 
• Clivage des domaines extra- et intra-cellulaires de la sortiline : 




Comme les autres protéines à domaine Vps10, la sortiline possède une 
séquence consensus (RXXR) au niveau de l’extrémité N-terminale qui est un site de 
clivage par une furine convertase dans le réseau trans-golgien (TGN : Trans-Golgi 
Network) [483, 488]. Ce clivage est important dans la liaison de la sortiline avec la 
NTS. La partie intracellulaire est très courte et ne possède pas de site catalytique 
connu, mais comporte un motif hexa-peptidique (F/Y)ENTL(F/Y) d’internalisation 
[152, 494, 495]. La partie extracellulaire peut également être clivée par TACE (Tumor 
Necrosis Factor α-Converting Enzyme), ce clivage semblant être faible dans les 
modèles de cellules transfectées et de mécanisme ligand-indépendant [496]. Le 
clivage du domaine extracellulaire de la sortiline rend accessible la partie 
intracellulaire juxta membranaire à l’action des α- et γ-sécrétases, la fonction 
biologique du clivage du domaine intracellulaire de cette protéine restant pour 
l’instant non connue, que ce soit après liaison de NTSR3 à la NTS ou des pro-
neurotrophines à l’hétérodimère sortiline-p75NTR [496-499].   
En revanche, l’interaction de la sortiline avec des β-sécrétases facilite les 
voies de transports rétrogrades (voies sécrétoires), médiées par l’enzyme BACE1 (β-
site β-amyloid precursor protein (APP)-cleaving enzyme 1) ; le clivage de la partie 
intracellulaire de la sortiline induit une relocalisation de BACE1 du TGN vers 
l’endosome, induisant une diminution du trafic de BACE1, et donc de la voie 
sécrétoire [500]. Dans ce même travail, Finan et son équipe ont démontré que la 
sortiline tronquée pour la partie intracellulaire reste liée à BACE1 de façon 
prolongée, induisant sa séquestration dans l’endosome [500].  
 





Figure 17: Illustration schématique des structures protéiques  des membres de la famille des protéines 
à domaine Vps10, la Sortiline/NTSR3 (d’après Mazella et al.2001 ; Paiardini et al. 2008 & Wilson et 
al. 2014) [488, 489, 501]).  
Les protéines de la famille Vps10 (Sortilin, SorLA (Sorting protein-related receptor with A-type 
repeats), SorCS1, 2 et 3 (Sortilin-related receptor CNS expressed 1, 2 and 3) sont des récepteurs 
transmembranaires. Du côté N-terminal, la partie extracellulaire comporte le domaine Vps10 commun 
à tous les membres de cette famille. La partie intracellulaire est plus courte. Du coté N-terminal, elle 
comporte une séquence signal (SS) et un pro-domaine (Pro-D), qui est clivé dans TGN (Trans-Golgi 
Network) par des furines intracellulaires. Le domaine extracellulaire de la sortiline est constitué d’un 
domaine "fibronectin-like" et d’une séquence homologue propre à celle famille de protéine, le 
domaine Vps10. La partie transmembranaire (TM) délimite un court domaine intracellulaire qui 
comporte une séquence consensus hexapeptidique (F-XXXX-F) indispensable à l’internalisation et de 
liaison avec le récepteur endosomal M6-PR (Mannose 6-Phosphate Receptor). 
 
 
• Sortiline : co-récepteur membranaire : 
La sortiline/NTSR-3 peut également avoir un rôle de récepteur membranaire, 
sa localisation à la membrane plasmique ne présentant qu’une fraction de son 
activité (moins de 10%) [165]. Elle est par ailleurs associée, comme précisé au 
chapitre précédent, à plusieurs autres récepteurs membranaires, comme les 
récepteurs aux neurotrophines Trks [165] et p75NTR [154, 155].  




Il est ainsi admis que les pro-neurotrophines induisent la mort des cellules 
neuronales via l’activation du complexe sortiline/p75NTR [10, 155]. De façon 
intéressante, la survie cellulaire des cellules neuronales est restaurée par de la NTS 
[164]. De même, le proBDNF induit également la mort des cellules neuronales via 
l’activation de l’hétérodimère sortiline/p75NTR. Au niveau neuronal, la NTS est 
également capable de contrecarrer l’effet apoptotique induit par le pro-BDNF [154]; 
en effet la NTS exogène diminue l’apoptose neuronale par compétition d’affinité, en 
empêchant la fixation du pro-BDNF sur l’hétéro-dimère p75NTR-sortiline [154].  
La sortiline/NTSR3, par sa fonction de récepteur à la NTS, peut induire un 
signal de survie cellulaire au sein du système nerveux central mais également du 
pancréas exocrine. La sortiline contribue à la mise en place de mécanismes de 
survie des cellules du pancréas endocrine, notamment par la formation d’un 
complexe fonctionnel au niveau de la membrane plasmique, NTSR2/NTSR3 
(NTSR2/Sortiline) [464]. Les travaux de Del-Ferra et ses collaborateurs ont montré 
que la NTS pouvait également induire la prolifération cellulaire dans le modèle de 
cellules CHO transfectées par le vecteur d’expression humain de la sortiline [502]. La 
NTS peut également induire la migration de cellules microgliales humaines C13NJ 
par sa liaison à la sortiline [503]. Cette dernière active les voies de survies PI3-
Kinases/Akt et des MAP-Kinases [503].  
 
• Régulation de la localisation cellulaire de la sortiline : 
L’expression de la sortiline ainsi que sa localisation cellulaire sont finement 
régulées. L’une des études de l’équipe de Mazella a montré que le traitement de 
cellules neuronales par de la NTS induisait la relocalisation à la membrane 
plasmique de la sortiline [504]. Toutefois, les mécanismes régissant cette régulation 
ne sont pas tous connus [504]. L’un d’eux fait intervenir une protéine chaperonne, la 
NRH-2 (Neurotrophin Receptor Homolog-2) qui compte des domaines 
transmembranaires et intracellulaires homologues de ceux du récepteur p75NTR, et 
diffère de ce dernier par l’absence de motifs riches en cystéine au niveau extra-
cellulaire [505, 506]. Chez l’homme, NRH-2 est exprimé au niveau de populations 
neuronales co-exprimant TrkA et p75NTR. Si NRH-2 est incapable de se lier au NGF, 
en revanche son hétérodimérisation avec TrkA augmente l’affinité de ce dernier pour 
le NGF [507]. NRH-2 est également capable d’interagir avec le domaine 




intracellulaire de la sortiline et de la stabiliser à la membrane plasmique, empêchant 
son internalisation et sa dégradation lysosomale. NRH-2 permet ainsi de maintenir à 
la membrane un complexe p75NTR-sortiline stable, les cellules neuronales NRH-2-/- 
étant insensibles à l’apoptose induite par les pro-NTs [508].  
 
• Autres fonctions cellulaires de la sortiline : 
La sortiline est également associée au trafic des vésicules de transport du 
glucose Glut-4 (Glucose transporter type-4) dans les cellules adipeuses et les 
cellules musculaires murines en réponse aux stimuli de régulation par l’insuline [509, 
510]. De plus, la sortiline semble impliquée également dans la myogenèse [510]. La 
sortiline est également un des récepteurs de la lipoprotéine lipase (LpL) [511] ainsi 
que de la SAP (Sphingolipid Activator Protein) et est impliquée dans le transport 
intracellulaire post-golgien de ces différentes protéines [512].  
La sortiline pourrait ainsi être impliquée dans le diabète [513] et les maladies 
cardiovasculaires [514]. 
L’implication de la sortiline dans différentes pathologies chez l’Homme est 
détaillée dans la revue en Annexe I. 
 
5. Neurotensine (NTS) et système immunitaire: 
5.1. Neurotensine et lymphocytes T : 
Les données concernant NTS et système immunitaire restent parcellaires ; les 
premiers travaux datent des années 80 avec la mise en évidence d’une régulation 
négative de l’efflux extra-ganglionnaire des lymphocytes T par la NTS démontrée par 
perfusion de ganglions lymphatiques poplités par ce neuropeptide [515]. Dans la 
décennie suivante, les travaux ont démontré la présence des récepteurs à la NTS au 
niveau  des lymphocytes T circulants ainsi que de diverses lignées T (Cou-L, Molt-4, 
Jurkat) [516-519] ; La NTS est ainsi capable de lier les récepteurs NTSRs présents 
dans les lymphocytes T naïfs et activés [519, 520].  
De façon intéressante, la NTS inhibe la prolifération les cellules 
lymphomateuses issus de lymphome de Sezary ainsi que la prolifération des lignées 
lymphocytaires T Cou-L-T stimulées par de  l’IL-2 (Interleukine-2). Par contre, la NTS 




augmente la capacité de migration et de chimiotactisme de ces cellules tumorales 
[519, 520].  
Chez la souris, la NTS est capable d’entraîner l’adhérence et la migration de 
lymphocytes péritonéaux via un mécanisme contrôlé par le calcium intracellulaire 
[516]. Chez le rat, elle amplifie l’effet mitogénique de la phytohémagglutinine (PHA) 
sur les lymphocytes T ganglionnaires [516]. Par ailleurs, la NTS et ses récepteurs 
sont exprimés dans le thymus du rat [521], du poulet [522, 523] et chez l’Homme 
[524, 525]. 
 
5.2. Neurotensine et cytokines pro-inflammatoires : 
La NTS peut également moduler la production de cytokines pro-
inflammatoires dans différents modèles inflammatoires ou néoplasiques. Le 
traitement de cellules épithéliales coliques par de la neurotensine stimule la 
production de l’IL-8 et favorise une réponse pro-inflammatoire via l’activation de la 
voie des MAP-Kinases [526-528]. La production de cytokines pro-inflammatoires, 
particulièrement de l’IL-8, est également observée chez des cellules pancréatiques 
néoplasiques humaines après traitement par la NTS [529]. Chez les souris, 
l’induction de colites par du TBNS (Acide 2, 4, 6-Trinitro-Benzène Sulfonique) induit 
une augmentation de l’expression de la NTS et de l’expression du récepteur NTSR1, 
conduisant à l’augmentation de la production de l’IL-6. Par ailleurs, les souris KO 
NTS présentent moins d’induction de colites après traitement au TBNS, et une 
diminution importante de la réponse pro-inflammatoire [530]. Cette diminution de la 
réponse pro-inflammatoire est également observée après traitement avec 
l’antagoniste de NTSR1, le SR48692 (Meclinertant®). Ces travaux sur des modèles 
de colites inflammatoires murines ont permis de démontrer également que l’induction 
de la production de l’IL-6 par les adipocytes était médiée par l’activation de la voie de 
la PKCδ et du facteur de transcription NF-κB  [530].  
 
5. 3. Neurotensine et cellules mastocytaires 
Toujours au niveau du système digestif, la NTS peut également agir, via 
NTSR1, sur les mastocytes du jéjunum chez l’Homme et chez le rat et induire leurs 
dégranulations [521, 531]. La stimulation de cellules mastocytaires par de la NTS 
participe également à la production de l’histamine [521]. Ces données in vitro 




concernant l’implication de la NTS sur l’activation et la dégranulation des mastocytes 
sont renforcées par la constatation de concentrations sériques élevées de NTS chez 
les patients atteints de dermatite atopique, pathologie au cours de laquelle 
l’expression cutanée de NTS apparaît corrélée à la gravité des lésions. [532, 533].  
 
5.4. Neurotensine, cellules dendritiques et cellules 
phagocytaires : 
Le prétraitement par de la NTS est capable de bloquer la production de 
cytokines pro-inflammatoires générée par du LPS (Lipopolysaccharide) dans les 
cellules dendritiques de la peau, cellules qui expriment NTSR1 et NTSR3 [534]. Il a 
été également montré que la NTS et la neuromedine-N (NN) sont capables de 
stimuler la phagocytose des macrophages péritonéaux chez la souris [535]. La NTS 
est également capable de moduler la capacité de phagocytose ainsi que la capacité 
migratoire des polynucléaires neutrophiles [536]. 
 
6. Sortiline et système immunitaire :  
La sortiline est exprimée par plusieurs tissus et cellules du système 
immunitaire et joue un rôle important dans plusieurs processus de régulation de la 
réponse immunitaire.  
Son expression par les macrophages a été initialement décrite dans le 
système nerveux central dans les cellules microgliales murines et humaines qui 
n’expriment pas les deux autres récepteurs de la neurotensine, NTSR1 et NTSR2. 
Le traitement d’une lignée de cellules microgliales humaines par la NTS induit leur 
migration et une signalisation intracellulaire, activant les voies de la PI3-Kinase et 
des MAP-Kinases [503] ainsi que l’expression de différents gènes de cytokines et de 
chimiokines, tels que MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-2), MCP-1 (Monocyte 
Chemotactic Protein-1), IL-1 (Interleukine-1) et TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) 
[537, 538].  
La fonction de la sortiline a également été caractérisée au niveau des 
macrophages périphériques lors d’infections bactériennes au cours desquelles elle 
est surexprimée. Elle joue un rôle majeur dans la dégradation des pathogènes, 
l’apprêtement des antigènes, leur internalisation dans les phagosomes et leur 




maturation, ces mécanismes étant importants dans la présentation de l’antigène pour 
la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. Ces processus impliquent 
des enzymes telles que la sphingomyélinase acide et la prosaposine, dont le 
transport de l’appareil de Golgi vers le phagosome est  assuré par la sortiline [539, 
540].  
Par ailleurs, la fonction de la sortiline dans les macrophages intervient 
également dans la formation des plaques d’athérome [541]. Ainsi, une étude récente 
a montré, dans un modèle murin inactivé pour la  sortiline, que la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires IL-6 (Interleukine-6) et INF-γ (Interferon-γ) par les 
macrophages et les lymphocytes Th1 était diminuée. Ces cytokines sont connues 
pour participer à la formation de plaques d'athérosclérose [542]. Une autre étude 
récente a montré que la sortiline intervient dans la maladie athéromateuse par un 
autre mécanisme. En effet, elle joue un rôle important dans l’absorption du 
cholesterol-LDL par les macrophages qui induisent les lésions pro-inflammatoires de 
l’athérosclérose. Dans un modèle murin athéromateux, la reconstitution de chimères 
hématopoïétiques comportant des macrophages inactivés pour la sortiline induit un 
effet protecteur contre la formation des lésions d’athérosclérose, grâce à la 
diminution de la recapture et de l’absorption du cholestérol-LDL [543]. 
 
La sortiline est également exprimée par les cellules NK (Natural Killer) et les 
lymphocytes T cytotoxiques. Associée au récepteur p75NTR, la sortiline induit la mort 
des cellules NK lors de son activation par une pro-neurotrophine, le pro-NGF [240]. 
L’étude du système immunitaire de souris inactivées pour le gène de la sortiline 
(Sort1-/-) a montré que la sécrétion de vésicules lysosomales, contenant du 
Granzyme A, par les lymphocytes T cytotoxiques ainsi que par les cellules NK était 
augmentée, et s’accompagnait d’une activation de la cytotoxicité dans des modèles 
de cytolyse allogénique. Ce relargage de Granzyme A pourrait être associé à 
l’absence de rétrocontrôle de la sortiline sur l’expression de la protéine VAMP7 
(Vesicle-Associated Membrane Protein-7), potentiellement dû à un défaut de sa 
dégradation protéolytique. Ainsi cette protéine, connue pour favoriser la fusion des 
vésicules, favorise la sécrétion de lysosomes contenant le Granzyme A par les 
endosomes tardifs et ainsi augmente l’activité cytolytique.  




De plus, la sécrétion d’INF-γ était considérablement réduite au niveau des LT 
cytotoxiques activés, de même qu’au niveau des LTh1 et des lymphocytes NK, à 
l’inverse de celle du TNF–α qui était similaire  à celle des contrôles (Sort1 +/+). 
L’analyse du trafic intracellulaire dans les différents compartiments cellulaires a 
montré une rétention de l’INF-γ dans le réseau trans-golgien, et son accumulation 
dans l’endosome précoce [544], la sortiline étant nécessaire à sa sécrétion. Les 
différences observées avec la sécrétion de TNF–α qui n’est pas modifiée par 
l’inactivation de la sortiline, suggèrent que les voies de sécrétion de ces deux 
cytokines sont différentes [544]. Ainsi, la fonction de la sortiline apparaît essentielle 
dans la régulation des effecteurs immunitaires cellulaires. 
 
L’expression de la sortiline par les lymphocytes B a été mise en évidence pour 
la première fois au sein de notre laboratoire [11]. Par sa fonction de transporteur de 
facteurs de croissance neurotrophiques, elle intervient dans la mise en place d’une 
boucle autocrine de survie des lymphocytes B. Ceci a été démontré au niveau de 
plusieurs lignées lymphocytaires B humaines de différents stades de maturation, en 
condition de stress apoptotique (privation sérique, activation du récepteur Fas). Par 
ailleurs, son expression membranaire, associée à p75NTR, induit l’apoptose 
lymphocytaire B en présence d’une pro-neurotrophine, le pro-BDNF. La sortiline joue 
ainsi un rôle pivot dans l’homéostasie lymphocytaire B [11, 200].  
 
La sortiline intervient également dans le contrôle de l’activation d’une cytokine, 
le CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor). Cette cytokine possède des récepteurs 
appartenant à la famille des récepteurs de type I, tels que le récepteur à 
l’Interleukine-6 et -11, le LIF (Leukemia Inhibitor Factor) et l’Oncostatine M (OSM) 
ayant une sous-unité commune, gp130, caractéristique de la famille des récepteurs 
de l’IL6. Ces cytokines et leurs récepteurs jouent un rôle primordial dans plusieurs 
processus physiologiques (comme la régulation de la réponse immune et la défense 
anti-infectieuse, la régulation de la croissance et survie neuronale, la reproduction et 
le contrôle de la prise alimentaire) et pathologiques (tels que l’inflammation, les 
maladies auto-immunes, les maladies neurodégénératives, la croissance tumorale) 
[545] 




La signalisation du CNTF dépend d’un récepteur hétérodimérique, constitué 
de la sous unité CNTFRα (CNTFR-Receptor-α) qui active le complexe gp130/LIFRβ, 
via l’activation de la voie STAT-3 [546]. La fonction de la sortiline est associée à sa 
liaison à la sous-unité LIFRβ qui induit l’activation du complexe gp130/LIFRβ [546]. 
Cette fonction est décrite pour la signalisation de cytokines activant le complexe 
gp130/LIFRβ et non pour celle de l’IL-6 (dont le récepteur est homodimérique).  
Le rôle de la sortiline dans les pathologies allergiques ou dysimmunes a 
cependant peu été étudié ; une seule étude émanant de notre laboratoire a démontré 
que la sortiline était surexprimée dans des biopsie d’artères temporales issues de 
patients atteint d’artérite à cellules géantes (Maladie de Horton), une artérite 
inflammatoire qui est caractérisée par une dérégulation de la réponse inflammatoire 
[547]. 
 
7. Neurotensine et Cancer :  
De nombreuses études mettent l'accent sur l’implication de la NTS dans la 
résistance à l’apoptose et la carcinogenèse des cellules issues de cancers solides 
mais ces propriétés n’ont que peu été étudiées au niveau de lignées ou 
d’hémopathies lymphocytaires B.   
Les premières corrélations entre l’expression de la NTS et la carcinogénèse 
remontent à 1980. La surexpression de ce neuropeptide est ainsi démontrée dans 
des tumeurs pancréatiques et des cancers médullaires thyroïdiens de rat [548-550]; 
son rôle de facteur de croissance cellulaire est parallèlement mis en évidence dans 
différents cancer solides, carcinomes folliculaires thyroïdiens [551], 
adénocarcinomes coliques [552-555], cancers du poumon à petites cellules [556, 
557], tumeur carcinoïde et neuroendocrine [558], hépato-carcinome [559], ou encore 
cancers de la prostate [560, 561]. 
 
7. 1. NTSR1 et Cancer:  
Le rôle de la neurotensine dans l’oncogenèse et l’évolution tumorale a été 
associée essentiellement au récepteur NTSR1, lequel est retrouvé dans plusieurs 
modèles de cancer solides [431, 562, 563] et pourrait constituer un bio-marqueur 
potentiel de progression tumorale dans les cancers humains [562, 564].  




La contribution du complexe NTS/NTSR1 dans la stimulation de la croissance 
tumorale a été rapportée dans plusieurs études, notamment grâce à l’utilisation des 
antagonistes spécifiques du récepteur NTSR1, le SR48692, mais aussi par 
l’antagoniste des NTSRs, le SR142948A dans des lignées d’adénocarcinomes 
pancréatiques ou des modèles de xénogreffes de cancer colique [411, 565-567]. 
 Ainsi, une diminution d'au moins 50% du volume de la tumeur a été observée 
dans des xénogreffes de cellules d’adénocarcinomes coliques (lignée SW480) et de 
cancer du poumon à petites cellules, lorsque les animaux ont été traités tous les 
jours avec un antagoniste de NTSR1 [566, 568].  
 
7.1. a. NTSR1 et cancer colique : 
Le récepteur NTSR1 est surexprimé dans plus de 25% des cancers de colon 
chez l’Homme et joue un rôle majeur dans la croissance et la prolifération des 
cellules cancéreuses coliques [569]. Il a ainsi été démontré que la stimulation de 
l’axe NTS/NTSR1 avait un rôle prépondérant dans les stades les plus précoces de la 
cancérogenèse intestinale [554, 566, 569, 570] : NTSR1 participe ainsi à l’apparition 
des lésions pré-cancéreuses des cryptes intestinales (adénomes) dans un modèle 
de cancer colique sporadique murin dans lequel l’inactivation de NTSR1 divise par 2 
le nombre de lésions précancéreuses [571].  
Bakirtzi et ses collaborateurs ont montré que le stade de la tumeur colique 
était corrélé, chez l’homme, au degré d’expression du récepteur NTSR1. 
Préalablement, ils ont également démontré dans un modèle murin que cette 
progression tumorale était associée à la surexpression de deux microARNs (miRNAs 
ou miRs), miR-21 et miR-155, qui ciblent et bloquent trois principaux médiateurs de 
l’activation de l’axe NTS/NTSR1; PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), 
PPP2CA (Protein Phosphatase-2, Catalytic subunit, Alpha isozyme) et SOCS1 
(Suppressor Of Cytokine Signaling-1). La NTS, via NTSR1, stimule l’expression de 
ces deux miRNAs, levant l’inhibition sur les facteurs Akt et NF-ΚB, induisant une 
croissance tumorale [572].  
L’expression transcriptionnelle de NTSR1, très faiblement détectée par 
hybridation in situ au niveau de la muqueuse colique saine, augmente au sein des 
lésions d’adénomes et apparaît la plus importante au niveau des lésions 
d’adénocarcinomes coliques sporadiques [573, 574]. L’expression de NTSR1 est 




également augmentée en immunofluorescence au niveau de biopsies coliques de 
patients atteints de colites inflammatoires en comparaison à des muqueuses 
coliques saines où elle n’est pas détectable ; cette expression de NTSR1 apparaît 
plus importante dans des lésions dysplasiques de haut grade ainsi qu’au sein de 
cancers coliques associés aux MICI [573, 574]. 
In vitro, NTSR1 favorise également la migration des lignées de cancer 
colorectal HT-29 et SW-490. Ces processus sont bloqués lors d’un traitement avec 
l’antagoniste SR48692 [575]. Il a été parallèlement démontré, au niveau de la lignée 
de cancer colique HTC116, que la neurotensine, via sa liaison à NTSR1, favorisait la 
production d’IL-8 par les cellules tumorales. La NTS active dans ces cellules la PKC, 
ERK et NF-κB, l’activation de ce facteur de transcription et la production d’IL-8 étant 
inhibée par la curcumine, un inhibiteur du protéasome dans ce modèle [576] 
 
7. 1. b. NTSR1 et autres adénocarcinomes : 
NTSR1 faiblement exprimé dans les cellules saines du pancréas, de la 
prostate, du poumon, de l’utérus et du sein, est surexprimé dans les lignées 
cancéreuses issues de ces mêmes tissus [392, 395, 463, 577, 578]. L’axe 
NTS/NTSR1 assure ainsi un rôle prédominant dans la transduction des signaux de 
survie, la croissance et prolifération de ces cellules cancéreuses [431, 569].  
 
L’axe NTS/NTSR1 est associé à la croissance, la survie et la progression 
tumorale des lignées de cancer du sein [381, 564, 579, 580]. Le récepteur NTSR1 
est retrouvé dans la majorité des tumeurs invasives et, dans 30 à 35% des cas, est 
co-exprimé avec la neurotensine [381, 564, 579, 580]. Le risque de mortalité est 
corrélé avec le niveau d’expression du récepteur NTSR1, ce qui le classe comme 
facteur de mauvais pronostique du cancer mammaire [580]. 
 
L’implication de NTSR-1 dans le cancer de l’utérus a également été 
démontrée, avec une surexpression du récepteur NTSR1 dans les lignées 
cancéreuses comparativement aux cellules saines. L’apport de stéroïdes favorise la 
croissance tumorale en augmentant l’expression de la NTS et de NTSR1 dans ces 
cellules cancéreuses utérines [395]. 




NTSR1 est exprimé normalement dans les tissus sains de pancréas et cette 
expression est 3 à 4 fois plus importante dans les tissus cancéreux [392]. Plusieurs, 
études à la fois in vitro et in vivo ont démontré que la NTS favorisait la prolifération 
des lignées d’adénocarcinomes pancréatiques PANC-1 et MIA-PaCa-2 via 
l’activation de la PKC et de la voie Erk, cette prolifération étant bloquée par le 
SR48692 [392, 581-585]. En parallèle, d’autres travaux ont révélé que le récepteur 
NTSR1 est surexprimé dans 75% des adénocarcinomes pancréatiques [427, 586, 
587]. L’expression transcriptionnelle de NTSR1, augmentée au sein des 
adénocarcinomes avancés de stades 3 et 4, est en revanche non modifiée par la 
dédifférenciation de ces cellules tumorales  Les travaux de Wang et son équipe ont 
montré que le récepteur NTSR1 était également exprimé dans ces cellules, et que 
l’axe NTS/NTSR1 favorisait une voie de survie autocrine qui passe par la production 
et la sécrétion de la NTS [392, 581, 588]. De plus, la NTS apportée par le 
microenvironnement tumoral peut agir sur les cellules cancéreuses pancréatiques 
exprimant NTSR1, via un mode paracrine [581].  
 
NTSR1 est également impliqué dans le cancer de prostate. L’activation de 
NTSR-1 dans la lignée PC-3 conduit à la prolifération cellulaire, cet effet étant bloqué 
par l’inhibiteur de NTSR1, SR48692 [419, 589]. Le traitement par cet antagoniste 
sensibilise cette lignée radio-sensible à la radiothérapie [590, 591]. Il a également été 
démontré dans cette même lignée qu’une privation en androgènes conduit à une 
surexpression de NTSR1 et de NTS  qui permet d’assurer leur survie autocrine [561, 
592]. Par ailleurs, l’expression de NTSR1 varie selon le stade de différenciation 
tumorale, cette expression étant plus importante dans les adénocarcinomes qu’au 
sein des adénomes prostatiques [578]. 
 
Les effets de la neurotensine sur la croissance des cellules d’adénocarcinome 
du poumon ont été mis en évidence dès 1992 [593, 594]. Toutefois, de hauts niveaux 
d’expression de la NTS par des cellules de cancer à petites cellules ont été observés 
bien plus tôt par Moody et son équipe [556].   
L’expression du récepteur NTSR1 et de son ligand la NTS, étudiée chez 76 
patients atteints d’adénocarcinomes pulmonaires de stade 1, est mise en évidence 
par immunohistochimie dans près de 60% des cas [577]. En analyse multivariée, 




seul l’âge et la co-expression de NTS/NTSR1 sont des facteurs indépendants de 
décès à 5 ans [577]. Ces résultats ont conduit Alifano et son équipe à étudier 
l’implication de la NTS dans la croissance tumorale dans un modèle de xénogreffe 
d’adénocarcinome chez la souris. La stimulation de l’axe NTS/NTSR1 augmente la 
croissance de la tumeur primitive et favorise l’extension des métastases 
ganglionnaires [577]. Parallèlement, seules les xénogreffes exprimant NTS et 
NTSR1 ont une réponse thérapeutique à l’erlotinib (un inhibiteur de l’EGFR utilisé en 
thérapeutique humaine), alors que les tumeurs n’exprimant pas NTSR1 n’ont pas de 
réponse [431, 595] 
L’expression de NTSR1 et de son ligand au niveau de la tumeur peut ainsi 
être considéré comme un bio-marqueur potentiel de la progression tumorale [431, 
595]. L’antagoniste SR48692 augmente également l’effet cytotoxique induit par des 
molécules chimiothérapeutiques dans différents modèles d’adénocarcinomes 
pulmonaires in vitro et in vivo [596, 597]. 
 
L’expression de NTS et NTSR1 en immunohistochimie retrouvée 
respectivement chez 71 et 90% patients atteints de mésothéliomes, est associée à 
une diminution de la survie à 60 mois [598]. Ces données sont corroborées, in vitro, 
le blocage de NTSR1 par le SR48692 diminuant la survie et la migration de la lignée 
de mésothéliome MSTO-211 [598].  
 
 
7. 2. NTSR2 et Cancer :  
Le récepteur NTSR2, de par son statut de récepteur de faible affinité à la NTS, 
a fait l’objet de très peu d’études dans le domaine de la cancérologie. Contrairement 
aux récepteurs NTSR1 et sortiline, son expression reste faible dans les modèles et 
les lignées cellulaires cancéreuses [460, 578, 599]. Ainsi, les études en 
immunohistochimie n’ont retrouvé son expression que dans 40% des cancers 
coliques, 20% des cancers du sein [460, 578, 599]. Alors que ce récepteur est 
largement exprimé dans le tissus sain, où il est impliqué dans la régulation de la 
sécrétion post-prandiale d’acide gastrique, il n’est retrouvé que dans moins de 15% 
des adénocarcinomes gastriques [460, 578, 599]. Il n’est que peu ou pas retrouvé au 




sein des cancers pancréatiques [460, 578, 599]. Il n’est, par ailleurs, peu exprimé au 
niveau transcriptionnel dans la lignée de cancer colique HT29 [460, 599]. 
Le récepteur NTSR2 est surexprimé dans les lignées cellulaires tumorales 
prostatiques différenciées exprimant les récepteurs aux androgènes ainsi que par les 
tumeurs prostatiques différenciées comparativement à des cellules non cancéreuses 
et à des tissus tumoraux non différenciés [578]. Par ailleurs, il a été également 
observé que le récepteur NTSR2 pouvait s’associer au récepteur NTSR1 dans des 
cellules prostatiques, modulant la distribution mais aussi le trafic intracellulaire du 
récepteur NTSR1, régulant par conséquent sa localisation et/ou son activité [600, 
601]. 
Toutefois, en l’absence de modèle d’étude, notamment de cellules 
cancéreuses sur-exprimant le récepteur NTSR2,  il reste difficile d’établir son rôle 
précis dans la cancérogenèse. 
 
7. 3. NTSR-3/Sortiline et Cancer :  
La sortiline a été détectée dans plusieurs lignées cancéreuses de côlon, de 
prostate, du sein, de mélanome et de glioblastome [444, 502, 602-604] et aurait un 
rôle potentiel dans leur croissance et leur prolifération. Sa présence est, dans 
presque toutes ces lignées, associée à celle de NTSR1 [502]. La fonction de la 
sortiline (NTSR3) en tant que récepteur à la NTS a été démontrée, bien que le 
mécanisme précis par lequel est assurée la transmission du signal ne soit pas 
encore complétement défini [367, 503].  
Toutefois, l’implication de la sortiline dans la cancérogenèse passe 
notamment par les interactions avec ces différents partenaires. Dans la lignée de 
carcinome colique HT29, il a été démontré que la sortiline est capable de former un 
hétérodimère avec le récepteur NTSR1, induisant une signalisation de survie, 
notamment par une augmentation de l’activation des MAP-Kinases [444].  
La sortiline est également capable d’initier des signaux de survie et de 
prolifération cellulaire via l’interaction avec les récepteurs aux neurotrophines. Ainsi, 
grâce à son association avec le récepteur TrkA (TrkA/Sortiline), la sortiline est 
capable par la liaison au pro-NGF, de promouvoir une signalisation de survie dans 
les cellules de cancer du sein et de favoriser l’invasion ganglionnaire de ces tumeurs 
[605].  




Il a été montré, au sein de notre équipe, qu’une boucle autocrine de survie via 
l’activation de l’axe BDNF/TrkB était mise en évidence dans plusieurs lignées de 
cancer colique mais aussi dans des lignées lymphomateuses B [11, 603]. Cette 
boucle de survie est accompagnée d’une surexpression de la sortiline, qui assure le 
trafic et le transport du BDNF vers l’environnement extra-cellulaire en maintenant 
ainsi le flux de signaux de survie dans ces cellules [11, 603]. Par ailleurs, dans ces 2 
modèles, l’association de la sortiline au récepteur p75NTR induit un signal de mort, lié 
à l’activation du complexe sortiline-p75NTR par des pro-neurotrophines, telles que le 
pro-BDNF [11, 200, 603].  
L’ensemble de ces données montre que la sortiline/NTSR3 joue un rôle 
important dans l’homéostasie cellulaire et dans les processus physiopathologiques 
de la cancérogenèse.  
 
8. Interactions NTSRs – RTK (Récepteurs à Tyrosine Kinases) : 
Il est généralement admis que les récepteurs couplés aux protéines-G 
(RCPG) jouent un rôle crucial dans la croissance et la différenciation cellulaire, mais 
aussi dans les processus d’oncogenèse, notamment par l’activation des voies de 
signalisation des Erk-Kinases, de la p38 MAP-Kinases et des JN-Kinases [606]. Les 
RCPGs peuvent être également associés à des récepteurs à domaine Tyrosine 
Kinase (RTKs), formant une plateforme de signalisation, pouvant induire un signal de 
survie via la liaison du ligand du GPCR ou du RTK [607].  
Plusieurs études ont montré que la liaison des GPCR induisait l’activation du 
récepteur RTK, par la phosphorylation de son domaine Tyrosine kinase [608, 609]. 
D’autres ont confirmé cette transactivation des RTK par l’activation d’un récepteur de 
la famille des RCPGs (Figure 18) [610, 611].  
En cancérologie, l’activation/phosphorylation du récepteur à l’EGF (Epidermal 
Growth Factor), l’EGFR (EGF-Receptor) a été particulièrement étudiée. La 
transactivation de l’EGFR par des récepteurs de la famille des GPCRs a été 
démontrée dans plusieurs modèles [610, 612]. Mazella et son équipe ont démontré 
dans des modèles de cancer colorectal (lignées HT29 et HCT116) que la NTS était 
capable de d’induire la phosphorylation de l’EGFR dans ces cellules [613]. Ils ont 
ainsi mis en évidence que l’activation / phosphorylation du récepteur EGFR était 




inhibée par le traitement par l’antagoniste de NTSR1, le SR48692. Le récepteur 
NTSR1 est ainsi capable de transactiver le récepteur EGFR dans ce modèle [613-
615].  
 
La transactivation de l’EGFR par NTSR1 a été par la suite confirmée dans le 
cancer du poumon et dans le cancer du sein, au sein desquels elle favorise la 
croissance et l’agressivité tumorale [595, 616, 617]. Le traitement par le SR48692 
inhibe cette transactivation. De façon intéressante, le traitement par un inhibiteur des 
métalloprotéases (GM6001) induisait également une inhibition de la transactivation 
de l’EGFR par NTSR1 [595, 616, 617].  
 
Lee et Chao ont démontré que les récepteurs aux neurotrophines TrkA et 
TrkB, pouvaient également être activés et phosphorylés, même en absence de leurs 
ligands [618]. Les récepteurs aux neurotrophines Trks, récepteurs à domaines 
Tyrosine kinases (RTKs), peuvent être également transactivés par des récepteurs 
couplés aux protéines-G [614]. Il a ainsi été montré que le récepteur TrkB pouvait 
être activé par de l’adénosine. En effet, dans les cellules neuronales, la liaison de 
l’adénosine à son récepteur A2A-R (Adenosine Subtype A2a Receptor) induit la 
transactivation du récepteur TrkB se traduisant par des signaux intracellulaires de 
survie [619, 620].  
 





Figure 18 : Illustration schématique de l’interaction fonctionnelle entre les récepteurs RTK-RCPG 
(d’après Cattaneo et al. 2014) 
La stimulation du récepteur couplé aux protéines-G par son ligand spécifique induit l’activation des 
sous-unités de la protéine-G, notamment, la sous-unité G&, qui peut agir à différents niveaux: i)- 
Activer des métalloprotéases (1) qui engendrent la maturation du pro-ligand du récepteur RTK, ii)-
Activer ma protéines adaptatrice p47Phox (2), et par conséquent induire la réduction de la 
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH), produisant du NAD+ et une espèce réactive 
de l’oxygène, le O2-. Ce dernier peut phosphoryler et donc transactiver le récepteur RTK, et la 
signalisation cellulaire et en résulte. iii)- Activer des protéines adaptatrices à activités Tyrosine kinases 
(3), qui vont directement phosphoryler le domaine Tyrosine Kinase des RTK, et induire sa 
transactivation et enclencher sa cascade de signalisation. Le récepteur RTK peut également, après sa 
liaison avec son ligand spécifique, transactiver le récepteur RCPG (4), en passant par une protéine 
adaptatrice, la '-Arrestine, qui active les protéines-G couplées au récepteur. 
 
Les études menées sur l’implication du PDGFR (Platelet Derived Growth 
Factor-Receptor), un récepteur de la famille des RTKs, dans la signalisation de 
cellules musculaires lisses des voies aériennes, ont montré que l’activation de la voie 
de signalisation intracellulaire des MAP-Kinases, induite par le la liaison du PDGF à 










adaptatrices de la familles des protéines-G, en l’occurrence Gab1 (GRB2-
associated-binding protein-1) et Grb2 (Growth factor receptor-bound protein-2) [621-
623]. Il a été montré dans le même modèle ainsi que dans des fibroblastes de souris, 
que le récepteur PDGFR pouvait s’associer avec le récepteur S1P1 (Sphingosine 1-
Phosphate-Receptor), un récepteur couplé au protéines-G. Le complexe formé par le 
PDGFR-S1P1 induisait une signalisation intracellulaire après fixation du PDGF à son 
récepteur. L’inhibition de l’expression du récepteur RCPG, le S1P1, par des ARNs 
interférents, diminuait l’activation de la voie des MAP-Kinases induite par le 
traitement au PDGF [624-626].  
L’activation du complexe de récepteur RTK-RCPG conduit au recrutement et à 
l’activation du proto-oncogène c-Src. L’activation de c-Src est régulée par les sous-
unités β, γ et α de la protéine-G ; Cette dernière participe notamment au recrutement 
de protéines comme la β-arrestine et la dynamine-II en faveur de l’endocytose du 
complexe de récepteurs RTK-RCPG [607, 626-629].  
Il a été également démontré, au niveau de la lignée de phéochromocytome 
PC12, l’existence d’un complexe actif RTK-RCPG formé par l’interaction des 
récepteurs TrkA et du LPA-Receptor (Lysophosphatidate receptor) ; le traitement 
conjoint de ces cellules par le NGF et le LPA induit l’activation de la voie MAPK. 
L’inhibition par des siRNAs de l’expression du RCPG supprime l’activation des 
MAPK induite par le LPA et le NGF, la surexpression du RCPG par la même 
technique produisant l’effet inverse [630, 631]. 
Rose et son équipe a également mis en exergue l’interaction de récepteurs 
RTKs avec les protéines-G. Elle a ainsi démontré que le récepteur TrkB-T1 (Variant 
tronqué du récepteur TrkB, délétée de son domaine Tyrosine kinase), pouvait induire 
la libération du calcium et une signalisation intracellulaire par la fixation du BDNF, via 
le recrutement d’un RCPG non identifié. [93]. 
 
L’ensemble de ces données démontre que des interactions entre les 
récepteurs à Tyrosine kinases avec les RCPG peuvent résulter des plateformes de 
signalisation intracellulaire, complétant et/ou compensant les voies de signalisation 
traditionnellement étudiées. L’activation des complexes RTKs-RCPGs, semble 
toutefois finement régulée, notamment, par l’activation des mécanismes 
d’internalisation cellulaire par la β-arrestine. Celle-ci permet l’internalisation 




dépendante des clathrines du complexe RTKs-RCPG dans des vésicules 
endosomales, puis sa dégradation par le lysosome. 
  




III. Trafic endosomal et exosomes   
1. Généralités : 
L’histoire des vésicules extracellulaires débute dans les années 1970 avec 
l’observation par Anderson de vésicules dans des structures solides comme le 
cartilage. D’une taille estimée entre 30 et 1000 nm, celles-ci furent observées depuis 
dans différents fluides biologiques comme le sérum et le plasma [632-634], le liquide 
de lavage broncho-alvéolaire [635], la salive [636, 637], les urines [638, 639], le lait 
maternel [640], le liquide séminal [641] et les ascites d’origine tumorale [642, 643]. 
Ces premières observations furent cruciales et déclenchèrent un attrait pour le 
monde des vésicules extracellulaires marqué par des découvertes majeures tous les 
10 ans. Ainsi, en 1981, Trams et ses collaborateurs ont décrit que des cellules 
saines ou cancéreuses sécrétaient des microvésicules d’une taille comprise entre 40 
et 1000 nm de diamètre avec une organisation similaire à celle de la membrane 
plasmique. De plus, ces microvésicules présentaient une activité enzymatique, celle 
de la 5'-nucleotidase, suggérant un rôle physiologique de ces dernières [644].  
Dès lors, d’autres protéines furent identifiées et notamment la transferrine qui 
permettra de mettre en évidence, d’une part le premier rôle physiologique des 
vésicules extracellulaires et d’autre part l’origine de ces mêmes vésicules. En effet, la 
transferrine est retrouvée enrichie au niveau des vésicules extracellulaires lors de la 
maturation des réticulocytes en érythrocytes. Ainsi, le premier rôle physiologique 
improprement attribué aux vésicules était de retirer des récepteurs présents à la 
surface des cellules. Cependant, l’origine de ces vésicules reste floue et partagée 
entre bourgeonnements de la membrane plasmique ou bien une origine 
intracellulaire inconnue. L’utilisation d’anticorps greffés à des billes d’or a permis de 
suivre l’endocytose de la transferrine jusqu’à des structures endosomales de 200 à 
500 nm contenant une multitude de vésicules. Ces structures appelées endosomes 
multivésiculées (MVB: Multi Vesicular Body), présentaient une concentration 
remarquable des anticorps greffés dans des vésicules d’environ 50 nm. Ces 
endosomes multivésiculés fusionnent avec la membrane plasmique libérant leurs 
contenus dans le milieu extracellulaire, soit ces vésicules d’une taille comprise entre 
30 et 100 nm. Pour la première fois, cette nouvelle voie de sécrétion fut décrite et 
donna le nom d’«Exosomes» aux vésicules sécrétées [645, 646]. Dès lors, une 




distinction est faite entre les différentes vésicules extracellulaires, celles issues de 
bourgeonnements membranaires de grandes tailles et celles issues d’un trafic 
intracellulaire organisé.  
 
2. Trafic endosomal et exosomes:  
Le trafic intracellulaire est un ensemble de processus hautement dynamiques 
et fortement régulés. Les voies d’endocytose et d’exocytose font intervenir la fluidité 
et la dynamique de la membrane plasmique. Celle-ci est fortement sollicitée lors de 
l’internalisation de ligands et/ou d’autres composants cellulaires dans le cadre de 
leurs ré-adressage à la membrane plasmique ou de leurs propre dégradation [647, 
648]. 
L’endosome prend naissance à partir de la membrane plasmique suite à une 
invagination de cette dernière. L’endosome précoce mature en un endosome tardif 
avec deux devenirs possibles; une fusion avec un lysosome pour aboutir à la 
dégradation de son contenu ou une fusion avec la membrane plasmique pour libérer 
son contenu dans le microenvironnement [649]. Cependant, au cours de sa 
maturation, plusieurs invaginations de l’endosome ainsi formé aboutissent à la 
formation d’un endosome multivésiculé où chaque vésicule est dénommée vésicule 
intraluminale (ILVs). Ces mêmes ILVs constituent les exosomes une fois sécrétées. 
Ainsi, plusieurs molécules peuvent être présentes dans les MVBs et libérées dans le 
milieu extracellulaire au travers des exosomes [650-652] (Figure 20).  
Cependant la sécrétion des exosomes semble être un mécanisme fortement 
contrôlé, du devenir du MVB à leur propre composition. Ce phénomène semble à 
l’opposé d’une libération passive d’autres vésicules extracellulaires. 





Figure 19 : Illustration schématique des devenirs des vésicules endosomales après leurs 
internalisations (d’après Mathivanan et al. 2010 et Hanson & Cashikar. 2012 [653, 654]). 
Après internalisation, les vésicules formées peuvent être recyclées à la membrane plasmique, et le 
contenu réexposé au milieu extracellulaire. L’endosome précoce peut subir une maturation en un 
endosome tardif avec une accumulation de vésicules intraluminales (ILVs) dans les endosomes ou les 
corps multivésiculés (MVBs). Les MVBs et leurs contenus peuvent fusionner avec le lysosome 
induisant leurs dégradations grâce à l’activité enzymatique lysosomale, ou alors fusionner avec la 
membrane plasmique, libérant leurs contenus, notamment les vésicules intra-lumunales (ILVs), 
appelées exosomes une fois sécrétées. 
 
3. Exosomes, composition et origine :  
L’analyse de la morphologie, des contenus protéiques et lipidiques permet de 
distinguer les exosomes des autres microvésicules sécrétées par les cellules comme 
les ectosomes et les vésicules apoptotiques. Les exosomes ont une taille comprise 
entre 30 et 100 nm, avec une structure ronde et homogène flottant sur un gradient de 
sucrose à une densité comprise entre 1.13 et 1.19 g.mL-1 (Tableau II) [655, 656]. 
  




Tableau 2 : Illustration des différences caractéristiques physiques et biochimiques des différentes 




















1.13-1.19 g.mL- Indéterminée Indéterminée 1.04-1.07 
g.mL-1 
1.1 g.mL-1 1.16-1,28 
g.mL-1 












Sédimentation 100 000 g 10 000 g 160 à 
200 000g 
100 à 200 000g 175 000 g 1200 g, 
10 000 g à 
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Du fait de leur origine endosomale, les exosomes arborent à leur surface des 
protéines et des lipides qui les distinguent de ceux de la membrane plasmique [657]. 
Des protéines endosomales spécifiques sont retrouvées d’une manière enrichie dans 
les exosomes et servent de marqueurs pour les distinguer des autres vésicules 
extracellulaires ; il s’agit plus particulièrement de protéines impliquées dans les voies 
endocytosiques d’où sont originaires les exosomes. Ces différents marqueurs 
protéiques comprennent des membres de la famille des tetraspanines (CD63, CD9), 
des molécules impliquées dans la formation des microvésicules (Alix, Tsg101 ou 
Tumor Susceptibility Gene 101), des protéines d’adhésion (MFG-E8 ou Milk Fat 
Globule-EGF factor-VIII), des intégrines, des protéines chaperonnes (Hsc70 ou Heat 
shock cognate protein-70, Hsp90 ou Heat shock protein-70), des protéines des 




radeaux lipidiques (Flotilline-1, Flotilline-2) ainsi que des molécules de présentation 
d’antigènes (CHM-I et CMH-II) [657, 658] (Figure 20).  
La composition lipidique des exosomes est enrichie de phospholipides 
saturés, de cholestérol, de sphingomyéline, de gangliosides et de céramides. Ils sont 
également caractérisés par une forte exposition de la phosphatidylsérine à leur 
surface (Figure 20) [659].  
Plusieurs acides nucléiques sont également contenus dans les exosomes 
notamment des ARNs messagers, des micros ARNs ainsi que d’autres ARNs non 
codants (Figure 20).  
Le contenu des vésicules extracellulaires ne cesse d’être enrichie au travers 
de différentes analyses protéiques et sont recensés dans une base de données: 
http://microvesicles.org/. 
 
Figure 20 : Représentation schématique de la composition globale d’un exosome (d’après Colombo. 
2014 [660]) 
 
De nos jours, un degré de complexité est apporté avec l’origine de la 
composition des exosomes et les mécanismes moléculaires intervenant dans leur 




biogenèse. Plusieurs mécanismes moléculaires ont été décrits mais de nombreuses 
zones restent à élucider. 
 
3. 1.  Exosomes et régulation par les complexes ESCRT :  
L’ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) est un 
complexe protéique impliqué dans l’invagination de la membrane plasmique 
produisant les vésicules endosomales (MVBs), leurs transports ainsi que la sélection 
des protéines et leurs devenirs (ubiquitinylation et dégradation, intégration de 
vésicules d’exocytose ou autres) [661]. Par exemple, les protéines destinées à la 
dégradation sont mono-ubiquitinylées ou poly-ubiquitinylées par les ubiquitine-
ligases. Les parties cytosoliques ubiquitinylées des récepteurs à la surface des 
endosomes constitueront des points d’ancrage nécessaire au recrutement des 
complexes ESCRT. Ces derniers vont invaginer la membrane de l’endosome vers sa 
lumière pour aboutir à la création des ILVs, tout en adressant des protéines 
spécifiques à l’intérieur de ces dernières. L’évidence de l’implication des complexes 
ESCRT dans la biogenèse des exosomes est confortée par la forte présence 
exosomale de protéines ubiquitinylées ainsi que des protéines impliquées dans la 
voie endocytaire telles que Alix et Tsg101 [662, 663].  
Quatre complexes ESCRT de fonctions différentes sont connus, faisant 
intervenir des complexes protéiques différents notés : ESCRT-0, -I, -II et –III [653, 
664]. Chaque complexe intervient à différent moment de la cinétique de maturation 
de l’endosome. 
 
3. 1. a.  ESCRT-0 : 
Le complexe ESCRT-0 est le complexe le plus proche de la membrane 
plasmique à interagir avec la membrane endosomale. Ce dernier joue un rôle dans la 
génération des corps multivésiculés en se liant et en agrégeant les protéines 
ubiquitinylées à la surface cellulaire pour amorcer l’assemblage des complexes 
suivants. Il possède 5 motifs de liaison aux ubiquitines et un domaine de liaison à la 
phosphatidyl-Inisotol-3 Phosphate (PI3P) nécessaire au recrutement de la protéine 
adaptatrice, la Tsg101. Il possède également un domaine de liaison à la clathrine et 
au domaine Sh3 (Src homology 3).  




Ce complexe fait intervenir deux protéines principales, la protéine HRS 
(Hepatocyte growth factor-Regulated Tyrosine kinase Substrate), et les protéines 
STAM-1 et -2 (Signal Transducing Adaptor Molecule -1 et -2) [664-666]. La protéine 
HRS, est une molécule clé dans l’initiation de la formation des MVBs au travers de 
son interaction avec la protéine Tsg101 et le recrutement des protéines du complexe 
ESCRT-I [667, 668]. 
 
3. 1. b.  ESCRT-I : 
ESCRT-I fut le premier des complexes ESCRT décrit et associé à la formation 
des ILVs [664, 667, 668]. Le complexe I se forme à partir du recrutement de Tsg101 
à la membrane de l’endosome par HRS. Il est composé des protéines Tsg101, 
Vps28 (Vacuolar protein sorting 28 homolog), Vps37 (Vacuolar protein sorting 37 
homolog) et MVB12 (Multivesicular Body sorting factor-12) avec des domaines de 
liaison aux protéines du complexe ESCRT-II, notamment la protéine ALIX [669, 670].  
Il participe également à la reconnaissance de la plateforme d’ubiquitines sur les 
protéines poly-ubiquitinylées dans le complexe ESCRT-0, et au recrutement de la 
protéine UBAP-1 (Ubiquitin Associated Protein-1) essentielle au trafic des MVBs 
[671] et à la stabilité des complexes formés [653, 664]. Les complexes -II et -III 
s’assemblent ensuite par une cascade d’interactions protéiques. 
 
3. 1. c.  ESCRT-II : 
Le complexe ESCRT-II est lié aux complexes ESCRT-I et ESCRT-III. C’est un 
hétéro-tétramère formé d’une unité des protéines Vps36 et Vps22 étroitement liées 
l’une à l’autre et de deux sous-unités de la protéine Vps25 [672-674]. Chacune de 
ces deux sous-unités interagit avec Vps36 ou Vps22, formant une structure en « Y » 
(Figure 21), caractéristique du complexe ESCRT-II [664, 672, 675]. Il interagit ainsi 
avec le complexe ESCRT-I au niveau de la protéine Vps28, par le biais du domaine 
« Glue » de la protéine Vps36 liant les protéines ubiquitinylées. Ce domaine est 








 3. 1. d.  ESCRT-III : 
Le complexe ESCRT-III diffère des 3 autres complexes par sa composition 
unique en protéines solubles organisées en sous-unités monomériques liées entre 
elles sous forme de filaments. Chacune des sous-unités Vps25 du complexe 
ESCRT-III lie une protéine Vps20, qui initie la polymérisation des filaments formés 
par les protéines Snf7, Vps24 et Vps2 [674, 676, 677]. La formation des filaments 
induit de nombreux changements de conformation au niveau du complexe ESCRT-III 
entrainant la formation d’une structure membranaire à la manière d’un tapis roulant 
enveloppant les protéines ubiquitinylées à l’intérieur ; le mécanisme induisant ces 
changements de conformation des protéines du complexe ESCRT formé n’est pas 
complétement élucidé [664]. Un complexe formé des protéines Vps2, Did2, Ist1 et 
Vps60, lié au filament formé par ESCRT-III, recrute la protéine Vps4 et son cofacteur 
Vta1 [678-680].  
La protéine Vps4, possédant une activité ATPasique (AAAA-ATPase) et son 
cofacteur Vta1, vont induire le désassemblage de la structure du complexe ESCRT-
III, induisant une scission au niveau de la membrane du MVB, formant des vésicules 
à l’intérieur du MVB [653, 664, 680, 681].   
 
 
Figure 21: Illustration schématique de la structuration des complexes ESCRT, de la séparation de la 
vésicule de la membrane et de la formation des vésicules ILVs (d’après Schmidt et Teis. 2012 [664]). 
 





a)- Les molécules du complexe ESCRT-0 (Marron), permettent l’initiation de la formation des 
complexes de la voie ESCRT et à la formation des MVBs. Elles se lient à la PI3P (Phosphatidile 
Inositol-3 Phosphate), et participent au regroupement des protéines ubiquitynilées, Ub. (Rose). Les 
molécules du complexe ESCRT-I (Vert) sont recrutées par ESCRT-0, notamment par la protéine 
Vps27. Le complexe ESCRT-II (Bleu), en forme de « Y », interagit via le domaine Glue de la protéine 
Vps36 avec le complexe ESCRT-I, la PI3P et les domaines ubiquitynilés. La sous-unité Vps25 sert de 
support au complexe ESCRT-III (Jaune et Orange), qui va séquestrer les protéines ubiquitynilées vers 
l’intérieur du bourgeonnement de la vésicule en formation. 
b)- Les sous-unités Vps24 and Vps2 du complexe ESCRT-III (Orange) restent localisées à la surface 
de l’endosome, et lient les protéines Vps2, Did2, Ist1 et Vps60 qui forment une structure complexe qui 
va recruter la protéine Vps4 AAA-ATPase et son cofacteur Vta1. Le complexe Vps4 formé (Rose), 
grâce à son activité ATPasique, catalyse la déstructuration du complexe ESCRT-III, induisant une 
scission de la vésicule d’environ 50 nm de diamètre chez l’Homme.  
 
Cependant, au-delà des modifications post-traductionnelles apportées par 
l’Ubiquitine, l’adressage des protéines dans les ILVs pourraient être indépendante 
des complexes ESCRT. Certaines protéines comme la famille des tétraspanines 
assureraient une partie du tri des protéines à adresser aux ILVs. Par exemple, le 
récepteur CD63 participe à la formation des ILVs lors de la mélanogenèse 
indépendamment des complexes ESCRT [682].  
 
3. 2. Exosomes et les tetraspanines:  
Les tétraspanines sont des protéines transmembranaires enrichies dans les 
membranes des exosomes, les principales étant CD9, CD81, CD82 et CD63. Elles 
peuvent former des complexes à la surface des exosomes et serviraient de 
molécules d’adressage aux cellules cibles.  
La tétraspanine CD9 favorise le chargement de la molécule du CMH-II dans 
les exosomes, notamment dans les cellules dendritiques activées [683]. En effet, les 
cellules dendritiques immatures présentent à leur surface le complexe CMH-II 
ubiquitinylé. Ce dernier est rapidement conduit au protéasome pour sa dégradation 
[683]. A l’inverse, dans les cellules dendritiques matures, le CMH-II est stabilisé 
après l’inhibition de son ubiquitinylation. Ainsi stabilisé, les molécules de CMH-II à la 




surface membranaire peuvent induire un processus de régulation négative par leur 
internalisation.  
La CD9 interagit avec les molécules du CMH et induit une réorientation de ces 
dernières vers les ILVs. Ce phénomène favorise la sécrétion du CMH exposé à la 
surface des exosomes et limite sa dégradation [683]. L’équipe de Chairoungdua a 
montré que les cellules dendritiques de souris invalidées pour la CD9 produisaient 
moins d’exosomes que les souris sauvages [684]. Cependant, cette observation ne 
semble pas s’appliquer à toutes les tétraspanines. En effet dans une lignée 
lymphoblastoïde EBV négative et modifiée génétiquement en cellule présentatrice 
d'antigène, l’invalidation par shRNA du CD63 augmente l’activation des lymphocytes 
T CD4+. Cette augmentation de l’activation T découle d’une amplification de 
l’expression des molécules du CMH-II dans les exosomes, soit du potentiel de 
présentation des antigènes aux lymphocytes T par les molécules du CMH [682, 685].  
 
Cependant, la plus grande composition des exosomes est basée sur les 
lipides qui constituent la bicouche phospholipidique. Bien que des protéines 
participent activement à la formation des exosomes, les lipides demeurent 
indispensables. 
 
3. 3. Exosomes et Céramides:  
Les céramides sont des lipides en forme en cône, capables d’induire la torsion 
de la bicouche phospholipidique nécessaire à la formation des ILVs. Il a été montré 
que l’adressage de la protéine protéolipide (PLP) dans les exosomes était 
indépendant des complexes ESCRT, mais dépendait de la céramide [686]. Les 
travaux de Trajkovic ont ainsi démontré que la genèse des exosomes dans la lignée 
oligodendrocytaire Oli-neu, est dépendante de la synthèse des céramides, car 
l’utilisation d’un inhibiteur de la sphingomyélinase réduit considérablement la quantité 
d’exosomes sécrétés [686]. 
Par ailleurs, le contenu des exosomes peut dépendre de glyco-sphingolipides, 
mais aussi de protéines associées aux cargos lipidiques, telle que les flotillines-1 et -
2 [687].  
 
 






3. 4. Exosomes et ARNs :  
Plusieurs travaux ont démontré qu’en plus d’un bagage protéique et lipidique, 
les exosomes pouvaient contenir des molécules d’acides nucléiques (ARN 
messagers [688-690] et microARNs ou miRs [691-694]). Leur incorporation dans les 
vésicules exosomales est également très régulée [692]. Les mécanismes 
moléculaires à l’origine cette incorporation ne sont pas totalement élucidés. 
Toutefois, des protéines des complexes ESCRT, notamment le complexe ESCRT-II, 
peuvent lier des ARNs [695]. Le contenu des exosomes est donc étroitement lié à la 
biogenèse de ces derniers (Figure 19). 
 
3. 5. Sécrétion des exosomes induite par l’oligomérisation 
de protéines :  
L’oligomérisation de certaines protéines peut conduire à une forme de 
protection ou de ralentissement de leur dégradation. Ces protéines tendent à se 
regrouper et à s’accumuler au niveau des endosomes soit à leur membrane ou dans 
leur lumière. Ainsi, ce phénomène stimulerait indirectement de trafic endosomal, 
source des ILVs et des futurs exosomes [696]. Ce mécanisme a été démontré avec 
l’accumulation des molécules de CMH-II dans les lymphocytes B activés et la 
régulation des complexes peptides-CMH-II formés [696]. Des mécanismes 
identiques avaient été démontrés au cours de la maturation érythrocytaire avec la 
transferrine [697], ainsi qu’avec la protéine membranaire CD43 dans les lymphocytes 
T [698]. De façon intéressante, le mutant TNFR1 du récepteur au TNF (Tumor 
Necrosis Factor), impliqué dans une maladie auto-inflammatoire autosomique 
dominante le TRAPS (TNF receptor-associated periodic syndrome), qui a perdu sa 
capacité à s’oligomériser, n’est plus retrouvé dans les exosomes, contrairement au 
récepteur sauvage [699]. 
 
De nombreux points restent à élucider dans la biogenèse et l’adressage 
spécifique de certaines protéines dans les exosomes. De nos jours, les fonctions 
physiologiques des exosomes depuis la découverte de l’adressage de la transferrine 




nécessaire à la maturation des érythrocytes ont été complétées à la fois dans des 
contextes physiologiques normaux et physiopathologiques.  
 
4. Exosomes et immunité anti-tumorale : 
Il faudra attendre les années 90, pour attribuer de nouvelles fonctions 
biologiques aux exosomes avec les travaux de l’équipe du Professeur Graça Raposo 
concernant le rôle des exosomes dans l’immunité. En effet, comme décrit dans le 
chapitre précédent, les exosomes issus de lymphocytes B peuvent contenir les 
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type II (CMH-II) [651]. Les 
molécules du CMH-II présentes dans les exosomes arborent une conformation de 
molécule compactée, différente des molécules de CMH-II présentes au niveau de la 
membrane plasmique, mais tout aussi capable d’induire une réponse lymphocytaire 
T [651]. Ces observations ont montré que les exosomes étaient capables de 
présenter l’antigène et d’induire une réponse immunitaire [651, 700, 701].  
L’équipe du Professeur Zitvogel a confirmé par la suite la fonctionnalité des 
exosomes et leurs capacités à présenter les antigènes. Dans leurs travaux, ils 
démontrèrent que les exosomes issus des cellules dendritiques exprimaient des 
molécules de CMH-I et de CMH-II de même que la molécule de co-stimulation des 
LT, le CD86. L’injection d’exosomes issus de cellules dendritiques présentant des 
antigènes spécifiques de cellules cancéreuses préalablement greffées sur un modèle 
murin, active la réponse lymphocytaire T cytotoxique ciblant les antigènes tumoraux 
[702, 703]. Dès lors, les exosomes capables d’induire une immunité anti-cancéreuse 
représentent une nouvelle piste de thérapie anti-tumorale [704].  
 
Les travaux du Professeur Raposo et son équipe sur l’activation des 
lymphocytes T par les molécules du CMH présentes dans les exosomes ont donné 
une nouvelle dimension à l’implication des exosomes dans la réponse immunitaire 
anti-tumorale [651, 700, 703]. L’équipe du Professeur Zitvogel a démontré que des 
cellules dendritiques (CDs) de patients atteints de cancer du poumon, pouvaient être 
activées in vitro, par des antigènes tumoraux et produire des exosomes arborant des 
molécules de CMH chargées de ces même antigènes. La réinjection de ces 
exosomes induisait une augmentation de la réponse immunitaire anti-tumorale [703-




706]. Chez les souris, ce procédé induit une réponse anti-tumorale importante, 
menant à l’éradication des tumeurs induites [702]. De plus, les exosomes peuvent 
également contenir des facteurs suppresseurs de tumeurs, tel que PTEN [707, 708].  
Paradoxalement, les exosomes, utilisés par les cellules immunitaires, peuvent 
transporter du matériel d’origine virale. Les cellules lymphoblastoïdes B infectées par 
le virus EBV (Epstein Barr Virus), peuvent transporter les ARNm viraux qui codent 
pour les protéines de phases de latence dans les exosomes qu’elles sécrètent. Ainsi, 
les exosomes transmettent les caractères pathogéniques du virus [709]. Par ailleurs, 
cette famille de virus oncogéniques, les γ−Herpesvirus (EBV, KSHV : Herpesviruses 
Kaposi Sarcoma-associated Virus), peut également modifier le contenu des 
exosomes secrétés par les cellules infectées pour modifier directement leurs 
microenvironnements [710]. Ainsi, les exosomes peuvent transporter un message 
corrompu. 
 
Les cellules tumorales sont également capables de sécréter des exosomes. 
Au cours de la tumorogenèse, les besoins de la tumeur vont évoluer à la fois pour 
combattre un environnement qui lui est hostile et pour être considéré comme un tissu 
normal. En perpétuelle révolution, l’apparition de zones hypoxiques et le manque de 
nutriments vont obliger les cellules tumorales à communiquer avec leur 
environnement. Les travaux d’Al-Nedawi ont démontré le potentiel d’agressivité des 
exosomes en transportant des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor) et l’EGF (Epidermal Growth Factor) ainsi que 
leurs récepteurs VEGFR et EGFR à des cellules endothéliales [711-713]. Dans la 
continuité de ces travaux, Al-Nedawi a montré également la présence du variant III 
du récepteur à l’EGF (EGFR-VIII). Ce variant de l’EGFR ne possède pas de domaine 
extracellulaire, mais reste toutefois activé de façon constitutive et autonome, 
induisant une signalisation intracellulaire pro-survie. Ainsi les tumeurs peuvent 
contrôler leur microenvironnement tumoral, notamment au niveau de la néo-
vascularisation, en agissant directement sur les cellules endothéliales via le partage 
par exosomes de récepteurs impliqués dans l’angiogenèse.  
De plus, Il a été démontré au sein de notre laboratoire dans un modèle du 
cancer bronchique, que les exosomes issus des cellules tumorales pouvaient 
transporter des récepteurs à activité Tyrosine Kinase, en l’occurrence TrkB et 




l’EGFR. Ces deux RTKs, sont associés avec la sortiline, une protéine à domaine 
Vps10, formant un complexe appelé « TES » (TrkB-EGFR-Sortiline). Ce complexe 
ainsi formé au niveau des cellules tumorales puis transporté via les exosomes au 
niveau des cellules endothéliales augmente jusqu’à soixante fois l’expression de 
protéines pro-angiogéniques [714].  
Les exosomes peuvent également transporter des facteurs protéiques 
solubles et des facteurs de croissance et induire des voies de signalisation de survie 
cellulaire [715]. Le variant muté de K-Ras [716] ainsi que d’autres oncogènes [717] 
peuvent ainsi être partagés entre les cellules. Ainsi, l’application d’exosomes issus 
de la lignée de cancer gastrique SGC7901 induit l’activation d’Akt et de la PI3-Kinase 
au niveau d’autres lignées cellulaires [718].  
Les exosomes peuvent également contenir des acides nucléiques comme des 
ARNm et des microARNs (miRNAs ou miRs) [691-694, 719]. Plusieurs études ont 
démontré l’effet de miRNA contenus dans des exosomes sur le microenvironnement 
tumoral. Ces derniers peuvent inhiber l’expression de protéines pro-apoptotiques ou 
stimuler la production de facteurs de croissance et de facteurs pro-angiogéniques. 
Ce phénomène a été démontré par l’équipe du Professeur Skog dans un modèle de 
glioblastome [693]. Les études menées sur plusieurs types de cancer révèlent 
l’existence exosomale de miRNAs avec un potentiel oncogénique important, 
induisant la prolifération et de la croissance tumorale. Ces miRs sont communément 
appelés « OncomiRs » [720].  
Enfin, indépendamment de leur potentiel à induire des signalisations 
cellulaires dans des cellules qui incorporent ces derniers, les exosomes peuvent 
jouer le rôle de leurres pour l’immunothérapie. En effet, les exosomes arborent à leur 
surface des récepteurs provenant des cellules d’origine. Au même titre que des 
cellules, les récepteurs présents à la surface des exosomes peuvent être reconnus 
par les anticorps thérapeutiques. L’efficacité du traitement par le rituximab® (anti-
CD20) peut être diminuée par les exosomes ayant à leur surface la protéine CD20. 
Cette liaison diminue la concentration d’anticorps atteignant les cellules tumorales, 
réduisant ainsi son efficacité dans le traitement des lymphomes. Les exosomes 
peuvent ainsi constituer un mécanisme de résistance aux thérapeutiques anti-
tumorales [721]. 
 










Contexte scientifique : 
La neurotensine présente une large gamme d'actions biologiques, dans le 
système nerveux central mais aussi dans plusieurs tissus périphériques. Elle 
constitue également un facteur majeur impliqué dans la croissance et la progression 
de lignées cancer solide chez l’Homme (côlon, de la prostate, du poumon, du 
pancréas, du sein), notamment par l’induction de la prolifération cellulaire par sa 
liaison à  son récepteur de haute affinité NTSR1.   
Les données concernant l’implication de la neurotensine et de ces récepteurs 
(NTSR1 et NTSR2) dans le système immunitaire ne sont pas nombreuses. Toutefois, 
quelques études ont rapporté son implication dans la réponse pro-inflammatoire par 
son activation sur des cellules du système immunitaire, notamment, sur des 
mastocytes et des neutrophiles avec l’induction de production des cytokines IL-8 et 
IL-6 et de molécules chimiotactiques. D’autres travaux ont démontré la présence des 
récepteurs à la NTS au niveau  des lymphocytes T circulants dans diverses lignées T 
(Cou-L, Molt-4, Jurkat). La NTS est ainsi capable de lier les récepteurs NTSRs 
présents dans les lymphocytes T naïfs ou issus de syndrome de Sezary.  
 
Au sein de notre laboratoire, nous avons préalablement caractérisé NTSR3 
(sortiline) dans les lymphocytes B humains. Dans les lignées lymphocytaire B, la 
sortiline présente une double fonction, de transporteur du BDNF, mais aussi de  
corécepteur du récepteur de mort p75NTR, dans la liaison du pro-BDNF. Toutefois, 
l’expression de la neurotensine et son rôle potentiel dans les cellules B n'a pas été 
étudiée. 
Nous avons émis l’hypothèse que la neurotensine et ses deux récepteurs 
spécifiques, NTSR1 et NTSR2, pourraient aussi être exprimés dans les lymphocytes 
B. Nous avons donc étudié l’expression de la neurotensine ainsi que de ces deux 
autres récepteurs NTSR1 et NTSR2, dans des lignées B humaines à différents 
stades de maturation. Dans un deuxième temps, les fonctions de ce neuropeptide de 
ces 2 récepteurs dans la survie et l’apoptose lymphocytaire B ont été étudiées dans 
des modèles de lymphopathies B (lignées cellulaires, leucémie lymphoïde chronique 
et lymphomes B). 
 
 




Résultats I - Expression de la neurotensine et 
de ses récepteurs par les lymphocytes B 
humains : rôle dans l’homéostasie cellulaire 
“Differential expression of neurotensin and specific receptors, NTSR1 
and NTSR2, in normal and malignant human B lymphocytes” 
Sofiane SAADA, Pierre MARGET, Anne-Laure FAUCHAIS, Marie-Claude LISE, 
Guillaume CHEMIN, Philippe SINDOU, Arnaud JACCARD, Fabrice LALLOUE, 
Marie-Odile JAUBERTEAU, J Immunol. 2012 Dec 1;189(11):5293-303.  
 
 
“Expression de la neurotensine et de ses récepteurs, NTSR1 et NTSR2, 
dans les lymphocytes B humains normaux et cancéreux ” 
 
 
L’expression de la neurotensine et de ses 2 récepteurs spécifiques, NTSR1 et 
NTSR2 a été recherchée au niveau de 6 lignées lymphocytaires B mimant les 
différents stades de la maturation lymphocytaire, pro-B (RS4), pré-B (Nalm6), B 
matures (BL2 et BL41), et plasmocytaires (U266 et RPMI 8226), de lymphocytes B 
circulants puis activés de donneurs sains (n=17), ainsi que dans des leucémies 
lymphoïdes chroniques (n=6) et des lymphomes à grandes cellules B (n=7).  
Nous avons mis en évidence la présence transcriptionnelle (RT-PCR) et 
protéique de la neurotensine et de ces 2 récepteurs spécifiques, NTSR1 et NTSR2 
au sein de différentes lignées B humaines, complétant ainsi les travaux antérieurs 
ayant prouvé l’expression de la sortiline, ou NTSR3, récepteur de la neurotensine 
mais également du BDNF et de TrkB dans ces différentes lignées [11]. 
Le stress pro-apoptotique induit par la privation sérique favorise l’expression 
membranaire de NTSR1 et de NTSR3, ces 2 récepteurs étant majoritairement 
séquestrés en intra-cellulaire en conditions basales de culture (i.e. 10% SVF). 
Alors que la neurotensine ne modifie pas la prolifération des différentes 
lignées en conditions basales, ce neuropeptide, à l’inverse, diminue l’apoptose et 
augmente la prolifération des différentes lignées B soumises à un stress pro-
apoptotique induit par la privation sérique combinée ou non à l’activation de Fas. Le 




blocage du récepteur NTSR1 par le SR48692/Méclinertant® rétablit l’apoptose des 
lignées U266 et RPMI 8226, induite par la privation sérique. 
Parallèlement, nous avons démontré la présence de la neurotensine et de ses 
récepteurs NTSR1 et NTSR2 dans les lymphocytes B circulants humains, la 
transcription de ce neuropeptide et de ses 2 récepteurs étant réduite après leur 
l’activation. Les analyses en RT-PCR quantitative ont détecté une surexpression de 
NTSR2 au sein des lymphocytes B purifiés de patients ayant une LLC; en revanche, 
l’expression de la neurotensine est réduite au niveau des ganglions de patients 
atteints de lymphomes B. 
Ces résultats mettent en évidence l’implication potentielle de la neurotensine 
ainsi que de ces récepteurs dans oncogenèse B. Des résultats préliminaires 
montrent une surexpression d’un de ses récepteurs, NTSR2, au cours de la LLC, 
suggérant que la régulation fine de l’expression de ce neuropeptide et de ses 
récepteurs pourrait être modifiée au cours des pathologies lymphocytaires B.  
 
 
L’ensemble de ces résultats sont illustrés dans l’article 1. 
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Differential Expression of Neurotensin and Specific
Receptors, NTSR1 and NTSR2, in Normal and Malignant
Human B Lymphocytes
Sofiane Saada,*,1 Pierre Marget,*,1 Anne-Laure Fauchais,† Marie-Claude Lise,*
Guillaume Chemin,‡ Philippe Sindou,* Clothilde Martel,† Laurent Delpy,‡
Elisabeth Vidal,† Arnaud Jaccard,‡,x Danielle Troutaud,* Fabrice Lalloue´,* and
Marie-Odile Jauberteau*
Neurotensin, a neuropeptide growth factor, and its two specific neurotensin receptors, NTSR1 and NTSR2, were shown to be
expressed by human B cell lines. Another NTSR, sortilin, which is common to neurotensin and neurotrophins, was also detected as
we have previously described. Neurotensin was functional in B cell lines; it induced their proliferation and inhibited apoptosis
induced by serum deprivation or Fas activation. Quantitative study of gene expression in two malignant B cell diseases showed
that NTSR2 was overexpressed, NTSR1 decreased, and neurotensin was unexpressed in B cell leukemia patient’s cells, as
compared with healthy B cells. However, these expressions did not significantly change in large diffuse B cell lymphoma lymph
nodes compared with benign ones. This study points out that neurotensin and its two specific receptors are expressed in human
B lymphocytes. Such expressions were not described, and their relationship in B cell diseases, especially in chronic B cell leukemia,
needs to be considered further in regard to these findings. The Journal of Immunology, 2012, 189: 5293–5303.
N eurotensin, a 13-aa neuropeptide, was first identified inthe central and peripheral nervous system and gastro-intestinal tract (1). Initially isolated from bovine hypo-
thalamus, neurotensin is present in several species including human.
It is synthesized from a common precursor in mammalian brain
and intestine (2). In the brain, neurotensin is exclusively located in
nerve terminal fibers and cells (3). Peripheral neurotensin in the
endocrine N cells is mostly located in the intestinal mucosa (4).
Three neurotensin receptors (NTSRs) have been identified and
cloned from rat, mouse, and human cells (5). They include two G
protein–coupled receptors: the high-affinity receptor NTSR1 and
the low-affinity receptor NTSR2 (6). NTSR1 expression was re-
cently demonstrated in aggressive malignant solid tumors such as
mesothelioma (7), non–small-cell lung (8), breast (9), and head
and neck squamous (10) carcinomas. NTSR2 shares 60% homol-
ogy with NTSR1 (6). Its expression in cancer was rarely reported,
except in patients with prostatic cancer (11). The third receptor,
NTSR3 or sortilin, common to neurotrophins and neurotensin, is
not a G protein–coupled receptor. It belongs to the Vps10p in-
tracellular protein family (12) and was originally described as
able to transport immature and mature neurotrophins in the CNS,
and to lead to axonal growth and neural cell proliferation (13, 14).
NTSR3 is predominantly located in endoplasmic reticulum/Golgi
compartment. A minority of NTSR3 is also expressed at the plasma
membrane as a coreceptor for p75NTR. It binds proneurotrophins,
thus activating apoptotic pathways (15, 16), as previously described
in human B lymphocytes, as well as in B cell lines independently
of their maturation stages (17).
Neurotensin exhibits a wide variety of biologic actions in both
peripheral tissues and CNS. Its major action in the brain is the
regulation of dopaminergic system (18). In the periphery, it exerts
endocrine and paracrine actions, especially in the homeostasis of
intestinal functions (19). Neurotensin is also implicated in tumor
progression, including proliferation of various types of human
cancer lines (colon, prostate, lung, pancreas, breast), especially
through its ligation to NTSR1 (20–24).
A few studies reported the involvement of neurotensin in in-
flammation through mast cell activation (25–28), cytokine (IL-8
and IL-6) production (29–31), neutrophil chemotaxis (32), and
NO generation (33).
Neurotensin expression was not previously described in B lym-
phocytes. However, we have previously characterized NTSR3
(sortilin) in human B lymphocytes. Neurotrophins, especially brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and another neuropeptide,
neurotensin, share this receptor (17). In B cell lines, sortilin ex-
hibits a dual function: 1) the transport of BDNF that leads to an
autocrine B cell survival loop by the activation of its tropomyosin-
related kinase B receptor; and 2) the function of coreceptor for
p75NTR, in the binding of the immature proapoptotic form of
BDNF (17). In B cell lines, this proapoptotic function was in-
hibited by another sortilin ligand, neurotensin, as previously de-
scribed in neural cells (16). A similar dual function of sortilin was
recently reported in NK cells (34).
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Some data are available on neurotensin and NTSR expression
by dendritic cells. Mouse cutaneous dendritic cell line expressed
NTSR1,NTSR3, and neurotensin, which downregulated IL-6, TNF-a,
and IL-10 secretions (35). As for T lymphocytes, the binding of
neurotensin on the membrane of Se´zary cells, several T cell lines
and healthy peripheral T lymphocytes, was previously described
(36). It leads to the modulation of IL-2–induced proliferation
through the binding to membranous NTSR1, which is expressed
by T cell lines (37). The presence of another unidentified NTSR
was also suggested on both T cell line and peripheral lymphocytes
(36). In addition, NTSR receptor was described by ligand-binding
analysis on the EBV+ Burkitt cell line RAJI, but RT-PCR analysis
did not identify this receptor as NTSR1 (38).
Neurotensin exhibits proliferative or antiproliferative functions
on immune cells depending on the cytokine environment. Indeed,
neurotensin enhanced proliferation of Molt-4 and Jurkat T cell
lines stimulated with PHA (36); by contrast, neurotensin inhibited
IL-2–induced proliferation of Se´zary cells (37).
Data concerning NTSR expression on both B and plasma cells
were previously focused on NTSR3 expression. Indeed, an auto-
crine regulation linked to sortilin was characterized in human B cell
lines, and a production of this endogenous protein was also shown
in normal B cells (17). Implication of neurotensin in cell prolif-
eration was clearly established in solid cancer cells, but, to our
knowledge, its potential role in B cells was not investigated.
We hypothesized that neurotensin and its two specific receptors,
NTSR1 and NTSR2, could also be expressed in B lymphocytes. We
therefore studied human B cell lines at different stages of mat-
uration. The functional properties of NTSR1 in B cell lines were
studied. Therefore, the expression of neurotensin and its two
specific receptors was evaluated by quantitative RT-PCR (qRT-
PCR) in malignant human B cell diseases and compared with
healthy peripheral resting and activated B cells or other nonhema-
topoietic malignant or benign lymph nodes.
Materials and Methods
Human B cell lines
The studied B cell lines at different maturation stages were pro-B cells
(RS4; 11 from acute leukemia), pre-B cells (Nalm6 from acute lympho-
blastic leukemia), mature B cells (BL2 and BL41, EBV2 Burkitt lymphoma
cell lines), and plasma cells (the myeloma cell lines RPMI 8226 and
U266). They were kindly provided by K. Lassoued (Amiens, France) and
J. Feuillard (Limoges, France). Cell cultures were repeatedly controlled
free of mycoplasmic contamination by the Hoechst staining method, and
EBV negativity was confirmed by PCR (performed by S. Ranger-
Rogez, Limoges, France).
Human B lymphocytes from healthy donors and chronic B cell
leukemia patients
Blood samples from 17 healthy volunteers and 6 patients with chronic B cell
leukemia (CLL) were included in this study, after approval of the Insti-
tutional Ethic Committee (N˚ 72-2011-18) in accordance with the Decla-
ration of Helsinki.
The cells were isolated from 40-ml samples of venous blood obtained
using heparinized Vacutainer cells preparation tube (Becton Dickinson, Le
Pont de Claix, France) by Ficoll-Paque density centrifugation (Eurobio,
Courtaboeuf, France). In brief, PBMCs were isolated after centrifugation at
280 3 g for 30 min. B lymphocytes were then isolated by positive se-
lection with either CD19 magnetic beads or B Cell Isolation Kit II Neg-
ative selection kit (all MACS; Miltenyi Biotec, Paris, France) according to
manufacturer’s protocols. This procedure resulted in .90% CD19+ cells,
as determined by flow cytometric analyses using PE cyanine 7–conjugated
anti-CD19 Ab (Beckman Coulter, Villepinte, France).
Lymph nodes from patients with diffuse large B cell lymphoma,
colonic carcinoma metastases, or nonmalignant disease
Frozen lymph nodes were obtained from seven patients with diffuse large
B cell lymphomas and six patients with metastatic colonic adenocarcinoma.
Benign lymph nodes from three sarcoidosis patients were used as controls.
They were obtained from the Tumor Bank of Limoges University Hospital,
under protocols approved by the Institutional Review Board (AC N 2007-
34, DC 2008-604, and 72-2011-18).
Cell culture
Cells lines were cultured in a humidified 5% CO2–95% air incubator in
75-cm2 flasks (Nunc, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) at 37˚C
in RPMI 1640 medium (Life Technologies, Paisley, U.K.), supplemented
with 10% FCS and 1% each MEM vitamins, nonessential amino acids,
sodium pyruvate, and penicillin-streptomycin (Life Technologies). All
cells lines were maintained between 1 3 106 and 2 3 106 cells/ml, and
medium was replaced every 3 d.
Peripheral normal B cells were cultured in 96 round-bottom plates
(Nunc) at 2 3 106 cells/ml in 20% FCS-containing RPMI1640 medium
supplemented as described earlier. Normal B cells (2 3 106 cells/ml) were
stimulated with affiniPure goat anti-human IgA+IgG+IgM (H+L) F(ab)92
fragments (10 mg/ml; Jackson Immunoresearch, West Grove, PA), and re-
combinant human soluble CD40L (10 ng/ml), B cell–activating factor (10
ng/ml), and IL-4 (0.2 ng/ml; all from PeproTech, Rocky Hill, NJ) for 24 h.
Cultured cells were stressed by 24–168 h serum deprivation, a 24-h ex-
posure to anti-Fas agonistic mAb (100 ng/ml; clone 7C11, sodium azide
free; Beckman Coulter), or exposed for 24 h to 40 mM exogenous neu-
rotensin (Calbiochem, La Jolla, CA). The optimal neurotensin concentra-
tion was determined by colorimetric 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-
(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) viability assay (Roche Diagnostic),
according to the manufacturer’s instructions. In apoptotic experiments,
anti-NTSR1 antagonistic Ab (clone B-N6, sodium azide-free, 50 nM;
Diaclone) was added to the cultures during 24 h (39).
Pharmacological assays were performed with SR48692, a synthetic in-
hibitor, also known as meclinertant (Axon Medchem, Groningen, The
Netherlands), with a high specificity for NTSR1 (40) at the optimal con-
centration of 8 mM. A pseudopeptide analog of neurotensin JMV449 (8-
13; Tocris Biosciences, Bristol, U.K.) was also evaluated in same experi-
ments at the optimal concentration of 40 mM for plasmacytic cell lines
and 60 mM for B mature cell lines (41).
RNA extraction and reverse transcription
Total RNAwas extracted with Qiagen RNeasy isolation system (Qiagen,
Hilden, Germany), treated with RNase-free DNase I (Qiagen), and quan-
tified by NanoDrop (ND-1000) spectrophotometer (NanoDrop Technolo-
gies, Wilmington, DE) at the absorbance ratio of 260 and 280 nm. The RNA
quality was evaluated on Agilent 2100 bioanalyzer using the RNA 6000
Labchip kit (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). cDNA synthesis was
performed with high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA), as recommended by the manufacturer.
RT-PCR, real-time PCR analyses, and sequencing
cDNA of neurotensin, NTSR1, NTSR2, and sortilin, was used for conven-
tional RT-PCR. cDNA were amplified for PCR with Platinum TaqDNA
polymerase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) using the primers shown
in Table I in UnoCycler (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Total RNA
isolated from human colonic adenocarcinoma cell line (HT29) was used as
positive control for neurotensin (42), NTSR1 (43), and NTSR2 expressions
(44), and verified by sequencing. Thirty-five PCR cycles were performed
(94˚C for 30 s, 60˚C for 30 s, 72˚C for 45 s, and an extension step of 72˚C
for 7 min).
Real-time PCR was performed with cDNA by means of TaqMan probes,
labeled with 59 reporter dye 6FAM and the 39 Minor Groove Binder-Non-
Fluorescent Quencher (MGB-NFQ) (Applied Biosystems). The quantita-
tive PCR efficiency was assessed using regression curve performed with
cDNA serial dilutions samples (400, 200, 100, 50, and 25 ng cDNA) (45).
Experiments were performed in duplicate in at least three independent
experiments using 400 nM of the forward and reverse primers, 200 nM
labeled probe, and 100 ng cDNA template (RNA-cDNA equivalent) per
reaction mixed with TaqMan Fast-Univ Master Mix (Applied Biosystems).
PCR runs were analyzed on an ABI Prism 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems) with a two-step PCR protocol (95˚C for 20 s
followed by 40 cycles of 95˚C for 3 s and 60˚C for 30 s). The data were
normalized to HPRT gene as an internal control (Human HPRT Primer/
Probe Mix; Applied Biosystems). The comparative DCt method was used
for relative quantification of gene expression on duplicate of each reaction.
After extraction and purification of PCR products with QIAquick Gel
Extraction kit (Qiagen), according to the manufacturer’s instructions, se-
quencing PCR was performed with BigDye Terminator v1.1 Cycle Se-
quencing Kit (Applied Biosystems), and sequences were analyzed on an
automated laser fluorescent DNA sequencer (ABI Prism 3130xl Genetic
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Analyzer; Applied Biosystems). Homologies were checked after blasting
with human neurotensin: NTSR-1, NTSR-2 GenBank sequences
(NM_006183; NM_002531.2 and NM_012344.3).
Western blot analysis
Proteins were obtained from cell lysates of B cell lines cultured in both
normal (containing 10% FCS) and serum-free medium, and from resting
circulating normal human B cells. After two washes in PBS, cell lysates
were prepared using lysis buffer (50 mMTris-HCl, 1%Nonidet P-40, 0.25%
sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, protease
inhibitors mixture set III [2 mg/ml; Calbiochem], 1 mM NaF, and 1 mM
Na3VO4) and a 10-min centrifugation at 14,000 3 g.
Equal amounts of proteins from cell lysates (50 mg/lane) were separated
on 10–12% SDS-polyacrylamide gels (Invitrogen, Carlsbad, CA) under de-
naturing conditions and transferred onto polyvinylidene difluoride mem-
branes (Millipore, Molsheim, France). Nonspecific binding sites were
blocked for 2 h with 5% nonfat dry milk in TBS. After overnight incu-
bation at 4˚C with specific Ab (dilution 1/200), membranes were incubated
FIGURE 1. (A) Transcription of neurotensin (NT), its two G protein receptors (NTSR1, NTSR2), and sortilin by B cells lines cultured with 10% FCS
(basal conditions) and 0% FCS (stress condition). The colic adenocarcinoma cell line HT29 was used as a positive control. Constitutively expressed 18S is
a control of PCR efficiency. (B and C) qRT-PCR analysis of neurotensin (NT), NTSR1, and NTSR2 expression in RS4, Nalm6, BL2 (B) BL41, U266, and
RPMI (C) B cell lines cultured in 72-h serum starvation (0% FCS, white histograms) compared with basal condition (10% FCS, black histograms), nor-
malized with HPRT gene expression. The p values were determined in comparison with standard condition (10% FCS). Only significant results are indicated.
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with HRP-conjugated secondary Ab to mouse, rabbit, or goat Ig (Santa
Cruz; dilution 1/1000) for 60 min at room temperature and revealed by
chemiluminescence (ECL reagent; Amersham Life Science). Protein-
loading control was performed with anti-GAPDH or anti-actin Ab (Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). Western blots were scanned
using a bioimaging system (Genesnap; Syngene).
Flow cytometry analysis
Expression of the three NTSRs by B cell lines was studied by flow
cytometry with or without permeabilization. After a 30-min incubation at
room temperature with rabbit anti-NTSR1, anti-NTSR2, and goat anti-
NTSR3 Ab (all 1/200; Santa Cruz Biotechnology) in PBS containing 1%
BSA followed by two washes in PBS, Abs were revealed using Alexa Fluor
488–conjugated goat anti-rabbit IgG Ab (10 mg/ml; Invitrogen) for 30 min
at 4˚C. Cells stained with rabbit isotypic Ig (Santa Cruz Biotechnology)
were used as controls to determine background and positivity thresholds.
After washing twice in PBS, cells were suspended in PBS and analyzed
with a flow cytometer (FACSCanto II).
Immunocytochemical staining
After twowashes in PBS, the cells were fixed with frozen 90% acetone, washed
twice in PBS, and incubated for 1 h in PBS containing 5% goat serum. Cells
were then incubated overnight at 4˚C with primary Ab diluted in PBS-BSA.
The following Abs were used: rabbit polyclonal anti-NTSR1, anti-NTSR2
(1/200; Alomone Labs, Jerusalem, Israel), goat anti-NTSR3/Sortilin (1/100;
R&D Systems, Lille, France), and rabbit anti-neurotensin (1/200; Santa Cruz
Biotechnology). Cells were washed twice in PBS and incubated with 1 mg/ml
Alexa Fluor 488– or 596–conjugated anti-rabbit or anti-goat IgG Ab (Invi-
trogen) for 30 min at room temperature. After two washes in PBS, cells were
mounted in glycerol-gelatin medium (Sigma-Aldrich) and studied using a
fluorescence microscope (Leica). Negative controls were cells incubated
with irrelevant normal rabbit or goat IgG (Santa Cruz Biotechnology).
Proliferation assay
Proliferation was determined by the method of click-it EDU flow cytometry
assay kits (Invitrogen), which used a modified nucleoside, 5-ethynyl-29-
deoxyuridine (EdU), that is incorporated during DNA synthesis. Detection
is based on a copper-catalyzed covalent reaction revealed with Alexa Fluor
488 dye; then flow cytometry analysis was performed to identify per-
centage of cells in S-phase (FACSCanto II). Each experiment was repeated
at least three times.
Apoptosis assay
Apoptosis was evaluated by measurement of cytoplasmic soluble nucleo-
some determined following the manufacturer’s instructions of ELISA Cell
Table I. Forward primers, reverse primers, and probe used in qRT-PCR studies for the expression of human
neurotensin and NTSR
Names Sequences Length (bp) GenBank Reference
NTSR1 F CGCCTCATGTTCTGCTACAT 113 NM_002531.2
R TACGTCAGCTCCACCATCAA — —
Probe AGCAGTGGACTCCGTTCCTCTATGACTTCT — —
NTSR2 F ATCCAGGTGAATGTGCTGGT 114 NM_012344.3
R CCAAGTGCCGTCCACTTCTA — —
Probe ACTAACTGCTTTCCTGAATGGGGTCACAGT — —
NTs F TGACCAATATGCATACATCAAAGA 105 NM_006183.4
R TAATTTGAACAGCCCAGCTG — —
Probe CATGTTCCCTCTTGGAAGATGACTCTGCTA — —
18S F GCTGGAATTACCGCGGCTGCT 186 NR_003286.2
R CGGCTACCACATCCAAGGAAGG — —
F, Forward; NT, neurotensin; R, reverse.
FIGURE 2. Western blot analysis of whole-cell
lysates for NTSR1, NTSR2, and NTSR3 in all studied
cell lines in basal (10% FCS) (A) and in serum dep-
rivation (0% FCS) (B) conditions. Isoforms of NTSR1
receptor depend on culture conditions in all studied
cell lines (C).
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Death kit (Roche) (17). In brief, cells were seeded in 96-multiwell plate
(53 104 cells/well) and cultured for 24 to 168 h in serum deprivation alone
or with recombinant neurotensin (40 mM). Absorbance values were mea-
sured at 405 nm with an ELISA reader (Labsystems). The absorbance
obtained in controls was normalized to a value of 1, as previously de-
scribed (46). Every experiment was performed three times independently.
Data analysis
Data are presented as mean values 6 SEM of at least three independent ex-
periments. To determine statistical significance of difference versus con-
trol, one-way ANOVA was used. The p values ,0.05 were considered
statistically significant.
Results
Neurotensin and NTSR transcripts and proteins are expressed
in human B cell lines
Expression of neurotensin and NTSR in human B cells lines was
performed by RT-PCR in comparison with HT29 line (Fig. 1A)
(Table I). Under basal (10% FCS-containing culture) or starvation
conditions, NTSR1, NTSR2, and NTSR3 transcripts were detected
in all B cell lines whatever their maturation stages (Fig. 1A). By qRT-
PCR, a significant decrease of NTSR1 transcription was detected
after a 72-h serum deprivation in Nalm6 and RPMI cell lines (p =
0.0002 and p , 0.0001, respectively; Fig. 1B, 1C), whereas it was
enhanced in U266 cells (p = 0.02; Fig. 1C). NTSR2 transcription
levels were also diminished by a 3-d serum starvation in RS4, Nalm6,
and BL2 cell lines (p = 0.0002, p = 0.03, and p = 0.02, respectively;
Fig. 1B) but increased in U266 (p = 0.02; Fig. 1C). By contrast,
neurotensin transcription, detected in 10% FCS-culture condition in
all cell lines, was unchanged by serum deprivation (Fig. 1B, 1C).
Sequencing of B cell line transcripts eluted from agarose gels
showed the expected sequences of human neurotensin, NTSR1 and
NTSR2, thus confirming their expression in human B cell lines.
Western blotting analysis identified two NTSR1 protein isoforms
depending on culture conditions. Under basal condition, a 56-kDa
formwas present in the control HT-29 cell line, whereas a lower 54-
kDa form was observed in all B cell lines (Fig. 2A, 2C). However,
in deprivation condition, only the 56-kDa NTSR1 protein was
identified in the B cell lines and control (Fig. 2B, 2C). A NTSR2
protein was also identified in all B cell lines whatever the culture
conditions (Fig. 2A, 2B). We confirmed the presence of NTSR3
protein in all B cell lines independently of culture conditions, as
previously described (17) (Fig. 2A, 2B).
FIGURE 3. (A) Intracytoplasmic ex-
pression of NTSR1 and NTSR2 in ma-
ture (BL41) and pre-B (Nalm6) cell
lines. Similar staining of NTSR1 and
NTSR2 were obtained with the four
other cell lines (data not shown). (B)
Neurotensin expression in plasma cells
(U266) cultured with (10%; left panel)
and without (0%) FCS. Rabbit IgG iso-
type controls staining with goat anti-
rabbit Alexa Fluor 488–conjugated Ab
(right panels). (C and D) FACS analysis
of membranous NTSR1 (white histo-
grams), NTSR2 (gray histograms), and
NTSR3 (spotted histograms) expression
on unpermeabilized pre-B (Nalm6) (C),
mature B cells (BL41) (C) and plasmo-
cytes (RPMI) (D) in standard conditions
(10% FCS) and after 24 h of serum
deprivation (0% FCS) conditions. His-
tograms are means 6 SEM of three in-
dependent experiments. The p values
were determined in comparison with
standard condition (10% FCS). Only
significant results are indicated. (E) Flow
cytograms of membranous NTSR1 ex-
pression in BL41 cell line cultured under
standard conditions (10% FCS) or after
a 24-h serum starvation (0% FCS). Cells
are stained with isotypic controls (left
graphs) and anti-NTSR1 Ab (Alexa Fluor
488; right graphs). Cytograms are rep-
resentative of three independent experi-
ments. Similar stainings are obtained for
other cell lines and NTSR2 and NTSR3
expression.
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Immunofluorescence studies showed NTSR1 and NTSR2 ex-
pression in all B cell lines under both culture conditions (Fig. 3A).
In contrast, neurotensin was detected only in mature B and plasma
cells (Fig. 3B) with a polarized staining enhanced after a 3-d se-
rum deprivation (Fig. 3B).
Membranous expression of NTSR1 and NTSR3 is induced by
serum deprivation in human B cell lines
The membranous expression of the three NTSRs was analyzed
by flow cytometry. NTSR3 membranous expression was restricted
to proapoptotic conditions (serum starvation) as previously de-
scribed (17). Similarly, deprivation culture induced a clear-cut
membranous expression of NTSR1 on pre-B, mature B, and in
plasmacytic cell lines (all p , 0.05; Fig. 3C–E). In contrast,
NTSR2 expression was expressed on the membrane of 40–50%
of the mature and plasmacytic cells cultured with 10% FCS, with
no significant modification by proapoptotic conditions (Fig. 3C,
3D).
Exogenous neurotensin promotes proliferation and prevents
apoptosis of human B cell lines
Because neurotensin and specific receptors were detected in human
malignant B cell lines, we searched for their potential functions
under the different culture conditions. Although NTSRs were ex-
pressed under basal culture condition, a 24- to 48-h incubation of
the lines with exogenous neurotensin did not modify cell prolif-
eration, whatever the maturation stage (pre-B, B mature, or plas-
macytic lines; Fig. 4A).
FIGURE 4. Neurotensin induced B cell proliferation under deprivation conditions. (A) Percentage of proliferative cells determined with EdU incor-
poration by flow cytometry on pre-B (Nalm6), mature B (BL41), and plasma (RPMI) cells cultured 24 (D1) to 48 (D2) h with (gray histograms) or without
(white histograms) neurotensin and 10% FCS. (B) Percentage of proliferative cells determined with EdU incorporation by flow cytometry on pre-B
(Nalm6), mature B (BL41), and plasma (RPMI) cells cultured 24 (D1) to 72 (D3) h with (gray histograms) or without (white histograms) 40 mM neu-
rotensin and 0% FCS. The p values were determined in comparison with serum-free condition alone (0%).
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In contrast, neurotensin increased the proliferation of pre-B,
B mature, and plasmacytic cells cultured under deprivation con-
ditions (Fig. 4B). The most significant effects of neurotensin were
observed after 24 h for pre-B (Nalm6) and B mature (BL41), and
after 72 h for plasma cells (RPMI; Fig. 4B). Therefore, we hy-
pothesized that neurotensin could be involved in a mechanism of
escape to cell death.
We thus performed apoptosis assays in the presence of exoge-
nous neurotensin (40 mM) under stressed conditions (1–7 d serum
deprivation). Apoptosis was inhibited by neurotensin after 6 d of
serum deprivation of the pro-B cell line RS4, 3 d for the pre-B cell
line Nalm6 and the two B mature cell lines (BL41 and BL2),
2 d for the U266 plasma cell line (all p , 0.05; Fig. 5A). The
antiapoptotic effect of neurotensin was significant after 24 h of
serum starvation of the RPMI cell line and maximum after 2 d (all
p , 0.05; Fig. 5B).
Fas-induced apoptosis is downregulated by exogenous
neurotensin
The effect of neurotensin on another apoptotic pathway was per-
formed by the activation of the cell surface death receptor, Fas
(CD95) in pro-B (Nalm6), mature B (BL2), and plasmacytic
(RPMI) cell lines under both standard and deprivation conditions.
Incubation with the agonistic anti-Fas Ab 7C11 induced a signifi-
cant decrease of the apoptotic ratio in the presence of exogenous
neurotensin in 10% FCS cultures of pro-B (Nalm6) and plasma
(RPMI) cell lines (p = 0.04 and p = 0.01, respectively), but not in
the BL2 mature B cell line (Fig. 6A). After serum starvation, the
protective effect of neurotensin was clear-cut in all studied cell
lines. Indeed, neurotensin inhibited Fas-induced apoptosis in pre-
B (Nalm6; p = 0.01) and mature B (BL2; p = 0.005) cell lines, as
well as in plasmacytic U266 (p = 0.004) and RPMI (p = 0.002)
cells as previously reported (Fig. 6B) (17).
FIGURE 5. Relationship between
neurotensin (NT) and serum depri-
vation-induced apoptosis. (A) Apo-
ptosis (ratios) of RS4, Nalm6, BL41,
BL2, and U266 B cell lines induced
by a 24- (D1) to 168-h (D7) serum
deprivation alone (white histograms)
or associated with 40 mM recombi-
nant NT (gray histograms). The p
values were determined in compari-
son with serum-free condition alone
(0% FCS). (B) Apoptosis (ratios) of
RPMI plasma cell-line induced by
a 24- (D1) to 36-h (D3) serum dep-
rivation alone (white histograms) or
associated with 40 mM recombinant
NT (gray histograms). The p values
were determined in comparison
with serum-free condition alone (0%
FCS).
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JMV 449, a pseudopeptide analog of neurotensin, also decreased
cell death ratios in both U266 and RPMI cells cultured without
serum, in accordance with the protective effect of natural neuro-
tensin (p , 0.05; Fig. 6C). These results led us to study the in-
volvement of NTSR1 in the antiapoptotic function of neurotensin.
NTSR1 inhibition suppresses the antiapoptotic function of
neurotensin in mature and plasma cells after serum starvation
We evaluated the effect of an NTSR1 inhibitor (SR48692 or mec-
linertant) on neurotensin-induced cell survival. The inhibitor sup
pressed the protective effect of neurotensin on RPMI and U266
(p, 0.001) cells maintained in 24- to 72-h serum-free cultures (Fig.
6C). Similar results were obtained with antagonistic anti-NTSR1 Abs
(B-N6) in RPMI cell line after a 24-h serum starvation (Fig. 6C).
In view of the effects of neurotensin and NTSR1 in malignant
B cell lines, especially in mature and plasmacytic cells, we looked
for their expression in normal human peripheral B lymphocytes.
NTSR and neurotensin expression in healthy peripheral human
B lymphocytes
Peripheral B cells isolated from 6 healthy donors were studied by
qRT-PCR under basal conditions (10% FCS; n = 6) or after a 24-h
FIGURE 6. Relationship between neurotensin (NT) and Fas-induced apoptosis. Effect of NTSR1 antagonist and neurotensin analog on 0% FCS-
induced apoptosis. (A) Apoptosis (ratios) of Nalm6, BL2, and RPMI B cell lines induced after 24 h of Fas activation by an agonistic mAb (Fas; black
histograms) associated or not with 40 mM recombinant NT (Fas+NT; black hatched histograms). *Significant p values determined in comparison with
standard condition (10%) are indicated. (B) Apoptosis (ratios) of Nalm6, BL2, U266, and RPMI B cell lines induced after a combination of serum
deprivation (0%) and a 24-h Fas activation by an agonistic mAb (Fas; black histograms) associated or not with 40 mM recombinant NT (Fas+NT; black
hatched histograms). *Significant p values determined in comparison with serum deprivation condition (0%) are indicated. (C) Apoptosis (ratios) of
U266 and RPMI B cell lines induced in serum deprivation (0%) by NT (light gray histograms), NT analog JMV449 (JMV; gray hatched histograms),
pharmacological inhibitor of NTSR1 meclinertant (M; dark gray histograms) combined or not with NT (M+NT; gray spotted histograms) and anti-
NTSR1 antagonistic Ab with NT (BN6+NT; gray hatched histograms). *Significant p values determined in comparison with serum deprivation con-
dition (0%) are indicated.
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stimulation with sCD40L, anti-Ig, BAFF, and IL-4 (n = 5).
Analysis revealed the presence of NTSR1, NTSR2, and neuro-
tensin transcripts in resting B lymphocytes. However, their acti-
vation induced a significant downregulation of NTSR1 (p = 0.04)
and NTSR2 (p = 0.03; Fig. 7A). Western blot analysis confirmed
the expression of both NTSR1 and NTSR2 by circulating B cells
at the protein level (Fig. 7B).
Quantification of NTSR1, NTSR2, and neurotensin gene
expression in CLL B cells and in lymph nodes from diffuse
large B cell lymphoma
NTSR2 expression was significantly higher in purified B cells from
the six CLL patients than in human normal resting (n = 6; p =
0.0002, Fig. 7A) or activated B cells (n = 5; p , 0.0001; Fig. 7A).
In contrast, neurotensin expression by CLL cells was undetectable.
Levels of NTSR1 and NTSR2 gene expression were variable in
lymph nodes from seven diffuse large B cell lymphoma patients
and (as controls) from six metastatic colic adenocarcinoma patients,
and benign lymph nodes from three patients with sarcoidosis. A
significant difference of NTSR2 expression was observed between
metastatic and normal lymph nodes (p = 0.03; Fig. 8). Neurotensin
expression was lower in B cell lymphoma lymph nodes than in
nonmalignant nodes (p = 0.0005; Fig. 8).
Discussion
The neurotrophin BDNF was recently identified as endogenous
growth and survival factor in B lymphocytes (17, 47). Whereas
BDNF acts through its high-affinity receptor, we identified sortilin
in human B lymphocytes. This protein displays dual functions—
transport of neurotrophins and coreceptor for immature form of
neurotrophins—thus activating death signaling through sortilin/
p75NTR receptor complex (17). Sortilin is also known as a receptor
for another neuropeptide, neurotensin (12). Because sortilin is
detected in human B cells whatever the maturation stage (17), we
hypothesized that neurotensin and other NTSRs could also be
expressed by B cells.
We detected in this study for the first time, to our knowledge,
the expression of neurotensin and its high (NTSR1) and low
(NTSR2)-affinity receptors in human B cell lines, primary ma-
lignant B cells from CLL patients and healthy peripheral B cells
with variable mRNA expression levels by the lines, depending on
culture conditions. Although NTSR2 mRNA levels decreased in
RS4 and Nalm6 cells maintained in a 72-h serum-free culture,
NTSR1 or both NTSR1 and NTSR2 levels increased in BL2 and
U266 cells. However, NTSR1 and NTSR2 protein levels appeared
to be unchanged. Such a discrepancy between mRNA and protein
levels in cell lines was previously reported for NTSR expression
(11). In addition, we also observed m.w. variations of NTSR1,
depending on culture conditions. It was particularly high under
serum starvation conditions. These findings are in accordance with
a recent study that demonstrated the occurrence of a posttran-
scriptional maturation of the receptor, depending on glycosylation,
after serum starvation. This mature NTSR1 is able to recruit small
G proteins in membranous microdomains, especially under serum
starvation (48). These data suggested that stress-culture conditions
of B cell lines induced the maturation of NTSR1 as detected by
higher molecular form of this receptor (48).
In addition, serum starvation enhanced the membranous location
of NTSR1 in all human B cell lines. We have previously observed
such heterogeneity of tropomyosin-related kinase B receptor cell
expression under serum starvation in these cell lines (17). Similar
findings concerning plasmacytic cell lines, especially U266, were
previously reported (49). Moreover, neurotensin enhanced B cell
line proliferation in stressed cultures.
The involvement of neurotensin and specific receptors was
previously examined in nonhematological cancer models (50).
They stimulate cancer cell growth (21), mainly through binding to
NTSR1, that is overexpressed in many cancer cell lines (51).
NTSR1 expression is also associated with a poor prognosis in
human lung cancer (8, 9). In contrast, neurotensin is able to pre-
vent serum starvation or IL-induced apoptosis in pancreatic cells
after binding to NTSR2 or NTSR3 (52).
Recently, another role of neurotensin was established. Coppola
and colleagues (53) demonstrated its implication in antiapoptotic
pathways. Similarly, we studied the effects of neurotensin on
B cell line apoptosis, and we showed a protective effect in human
B cell lines cultured under two stress conditions: serum starvation
combined or not with Fas activation.
We thus could hypothesize that neurotensin enhanced B cell line
survival through the NTSR1 activation pathway. Indeed, inhibition
of NTSR1 using the pharmacological inhibitor SR-48692, also
named meclinertant, or antagonistic anti-NTSR1 mAb suppressed
protective effect of neurotensin on stress-induced apoptosis. In
plasma B cell lines, the mechanism involved the high-affinity
receptor. Interestingly, SR-48692 inhibitor is a potential antican-
FIGURE 7. (A) qRT-PCR analysis of neurotensin, its two specific
receptors (NTSR1, NTSR2) in resting (n = 6, black histograms) or acti-
vated (n = 5, white histograms) normal B cells and chronic B cell leukemia
(n = 6, gray histograms). Gene expressions are normalized with the
housekeeping gene HPRT expression. Data are expressed as means of fold
expression (relative quantification) values 6 SEM of each gene in com-
parison with nonactivated normal B cell normalized to an arbitrary value of
1. Significant p values are indicated in the graphic and calculated from DCt
values with ANOVA tests. (B) Western blot analysis of whole-cell lysates
for NTSR1 and NTSR2 by resting circulating B cells of three healthy
volunteers representative of six experiments.
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cer drug that is under evaluation in clinical trials in patients with
small-cell lung cancers.
Malignant B cells and malignant and benign lymph nodes were
also studied by qRT-PCR. NTSR2 transcripts (also detected in all
B cell lines) were overexpressed exclusively in CLL, whereas
NTSR1 expression was lower than in resting or activated human
normal B lymphocytes. In diffuse large B cell lymphoma lymph
nodes, this expression did not differ in comparison with benign
(sarcoidosis) or colonic metastatic lymph nodes. Whereas its
function is not determined in this context, this overexpression in
CLL B cells supports the hypothesis that NTSR2 could be involved
in apoptosis defect characteristic of the disease. Indeed, NTSR2
was previously implicated in the antiapoptotic effect of neurotensin
on pancreatic b-TC3 cells (54). To evaluate the effect of NTSR2
inhibition on B cell lines, levocabastine, a pharmacological
histamine-H1 receptor antagonist, also known to inhibit the neu-
rotensin binding on NTSR2, was evaluated (55). We observed that
levocabastine at 2–8 mM either induced or diminished apoptosis
in combination or not with neurotensin depending on concen-
trations and cell lines (data not shown). This could be because of
another effect of levocabastine in B cell lines. Indeed, levoca-
bastine was previously described as a ligand to VLA-4 integrin
(56), and its inhibition is involved in B cell apoptosis (57).
To our knowledge, the function of NTSR2 was not established in
other cancer cells, although its expression in cancer was recently
described in prostatic cancer. It was found in the most differentiated
malignant cell lines and patient’s primary cells, whereas NTSR1
was prominently expressed in undifferentiated neoplastic cells
(11). The antiapoptotic effect of neurotensin on pancreatic cell
line depends on its binding to NTSR2 (53). Therefore, we could
hypothesize that NTSR2 overexpression in CLL could be related
to the apoptosis defect of these cells (58).
Altogether, these data point out that neurotensin and its two
specific receptors are expressed in B cell lines and primary healthy
and malignant B cells. The proliferative and antiapoptotic effect
of neurotensin in B cell lines suggests that neurotensin could exert
an important role in B cell functions. The neuropeptide and its
receptors are expressed in resting and activated normal B cells also,
and their potential implication in diseases is reinforced by NTSR2
overexpression in CLL B cells. These results combined with
previous reports on neurotensin and its receptors expression by
T lymphocytes (59), macrophages, (33) and dendritic cells (35) sug-
gest that neurotensin could modulate immune responses and cell
interactions. In addition, our results providing evidence that the
neurotensin-NTSR axis is able to generate prosurvival signals in
B lymphocytes suggests that it could be a potential therapeutic
target.
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Résultats II – Interactions des récepteurs 
NTSR2 et TrkB dans la survie lymphocytaire B 
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La constatation d’une augmentation de l’expression transcriptionnelle de NTSR2 au 
niveau des cellules de patients atteints de LLC nous a conduits à rechercher la 
fonction de ce récepteur à la neurotensine dans des modèles de lignées B humaines 
transfectées pour surexprimer NTSR2. La surexpression de NTSR2 induit l’activation 
transcriptionnelle de TrkB, autre récepteur exprimé par ces lignées comme par les 
cellules de LLC de patients. 
La colocalisation de ces 2 récepteurs a été identifiée par microscopie confocale et 
immunoprécipitation. Ce complexe protéique induit l’activation des voies de 
signalisation ERK, p38MAPK et JNK, après traitement par le BDNF, le ligand de 
TrkB. L’inhibition de NTSR2 par un antagoniste de NTSR1/2 diminue l’activation de 
ces voies de signalisation. Ces données suggèrent un phénomène de transactivation 
entre ces 2 récepteurs, dépendant des métalloprotéases, l’inhibition de ces dernières 
conduisant à une diminution de l’activation induite par le BDNF. 
La localisation membranaire de ce complexe protéique est maintenue par le 
Dynosore, qui inhibe son internalisation en bloquant les dynamines.  
Le trafic intra-cellulaire endosomal de ce complexe apparait perturbé dans les 
cellules surexprimant NTSR2, ce qui pourrait conduire à son accumulation comme 
cela est détecté dans les cellules de LLC. Ces cellules leucémiques se caractérisent 
également par une production d’exosomes contenant le complexe TrkB/NTSR2, 
sécrété en extra-cellulaire et retrouvé en excès dans le plasma des patients en 
comparaison à des témoins volontaires sains. 
Ces résultats mettent en évidence la formation d’un complexe de signalisation 
impliquant NTSR2 et TrkB dans les cellules de patients atteints de LLC dont les 




conséquences physiopathologiques pourraient induire la persistance d’une 








BDNF$ (Brain&Derived+ Factor+ Neurotrophin)$ is$ a$ neurotrophin$ involved$ in$ cell$ survival,$ proliferation$
and$ differentiation$ especially$ via$ its$ interaction$ with$ TrkB$ «Tropomyosin+ Receptor+ kinase+ B»,$ a$




protein$ coupled$ receptors$ (GYPCR),$NTSR1$ and$NTSR2$ respectively,$ are$ expressed$ by$ human$BYcell$





complex$ enhances$ several$ survival$ signaling$ pathways$ (ERK,$ p38MAPK$ and$ JNK),$ depending$ on$
metalloproteases$ activation,$ following$ BDNF$ binding.$ Furthermore,$ dynasore$ could$ block$ the$
internalization$ of$ the$ RTKYGPCR$ complex$ thus$maintaining$ this$ complex$ at$ the$ plasma$membrane,$
consequently$ its$ degradation.$ Indeed,$ dynasore$ enhanced$ JNK$ activation.$ In$NTSR2Yoverexpressing$
cells,$sucrose$gradient$analysis$showed$the$ internalization$of$this$complex.$NTSR2$was$expressed$ in$
early$ (EAA1$ positive)$ and$ late$ (Rab7$ positive)$ endosomes.$ The$ endosomal$ trafficking,$ disturbed$ in$
NTSR2$overexpressing$cells,$is$restored$by$BDNF$treatment.$Furthermore,$NTSR2Yoverexpressing$cells$
are$characterized$by$a$decreased$in$sortilin$expression$which$could$limit$the$lysosomal$degradation$of$
NTSR2YTrkB$ complex$ resulting$ in$ the$ release$ of$ exosomes$ expressing$ high$ levels$ of$ this$ signaling$
platform.$$






nervous$ system$ [1,$ 2].$ However,$ their$ expression$ and$ function$ were$ extended$ to$ other$ tissues,$




myeloma$ demonstrating$ that$ endogenous$ TrkB/BDNF$ signaling$ loop$ is$ a$ major$ axis$ in$ myeloma$
aggressiveness$[4].$
However,$ BDNF$ transport$ and$ release$ depends$ on$ sortilin,$ its$ protein$ transport.$ The$ presence$ of$




high$affinity$ receptor$ for$neurotensin,$and$NTSR2,$corresponding$ to$ the$ lower$affinity$ receptor$ [6].$
The$investigation$of$NTSRs$and$neurotensin$was$performed$in$normal,$chronic$lymphocytic$leukemia$
(BYCLL)$ and$ lymphoma$BYcells$ and$ assessed$ that$ BYCLL$ patient’s$ cells$ drastically$ overexpressed$ the$
NTSR2$ receptor$ whereas$ NTSR1$ and$ sortilin$ were$ strongly$ diminished$ and$ neurotensin$ was$
undetectable$[6].$While$NTSR1$were$frequently$described$to$be$involved$in$several$solid$cancers$such$
as$ pancreatic,$ breast$ or$ lung$ cancers,$ such$ implication$ of$ NTSR2$ in$ malignant$ disease$ was$ rarely$
reported$ except$ in$ prostatic$ [7]$ and$ colonic$ cancers$ [8],$ but$ never$ in$ oncoYhematological$ disease.$$
Given$ that$ our$ previous$ studies$ assessed$ that$ the$NTSRs/neurotensin$ functions$ are$ overlapping$ to$
those$ of$ TrkB/BDNF$ in$ B$ cell$ survival,$ notably$ in$ stress$ apoptotic$ conditions,$ their$ fine$ tuning$




membrane$ of$ B$ lymphocytes.$ This$ TrkB/NTSR2$ complex$ is$ activated$ through$ the$ BDNF,$ the$ TrkB$
ligand,$and$depends$on$NTSR2$and$metalloproteinases.$The$cell$trafficking$and$secretion$of$these$two$





Transcriptional(interaction(between(NTSR2(and(TrkB(Given&that&we&had&previously&demonstrated&that&unlike&the&B&cells&from&healthy&donors,&B&cells&from& CLL& patients& did& not& express& neurotensin& transcript& [6]& but& showed& a& significant&overexpression& of& NTSR2& whilst& TrkB& expression& was& unperturbed& in& the& disease& situation&(Figure(1A).&In&contrast,&the&expression&of&sortilin/NTSR3&was&significantly&downregulated&in&BLCLL& compared& to& healthy& donors& (Figure( 1A).& Taking& these& results& observed& for& BLCLL,& we&focused& our& study& to& determine& the& respective& function& of& neurotensin,& the&NTSR2& ligand& and&BDNF,&the&TrkB&ligand&in&B&cells&overexpressing&NTSR2.(In&order&to&search&for&a&potential&interaction&between&NTSR2&and&TrkB,&NTSR2&overexpression&models&were&established&by&transfection&with&a&NTSR2&vector&inducing&an&overexpression&in&one&human&mature&B&cell&line,&BL41.&The&efficiency&of&the&NTSR2&transfection&was&evaluated&by&qRTLPCR& using&NTSR2& probes& at& 24& hours.& Interestingly,& TrkB& transcripts&were& increased& in& these&cells& induced& by& NTSR2& overexpression& (Figure( 1=B1).& To& analyze& the& relationship& between&NTSR2&overexpression&and&TrkB&up&regulation,&BL41&cells&were&also&transfected&with&the&TrkB&expression& vector& for& 24& hours,& and& analyzed& by& qRTLPCR.& The& results& show& a& significant& up&regulation&of&NTSR2&transcript&levels&upon&TrkBLFL&overexpression&(Figure(1=B2).&In&contrast,&overexpression& of& NTSR2& significantly& down& regulated& the& expression& of& both& sortilin& and&NTSR1&(Figure(1C(and(1D)&which&was&similar&to&that&observed&with&BLCLL&(Figure(1A)&(Figure(
1.( Supplementary( data).& These& results& confirm& that& we& are& able& to& recapitulate& the& BLCLL&disease&condition&using&this&in#vitro&NTSR2&expression&model.&&
(
NTSR2(and(TrkB(are(colocalized(interacting(as(a(protein(complex(in(BL41(cells(and(in(CLL(
patients(((Since&NTSR2&expression&induces&an&upLregulation&of&TrkB,&the&relationship&between&NTSR2&and&TrkB& expression& was& analyzed& on& BL41& cell& line& coLtransfected& by& both& NTSR2& and& TrkB&overexpressing& vectors.& The& coLexpression& of& these& two& receptors& was& confirmed& by&immunoprecipitation& of& TrkB& followed& by& NTSR2& immunoblotting& (Figure( 2A).& Confocal&microscopy&revealed&that&NTSR2&and&TrkB&were&coLlocalized&(Figure(2B).&Therefore,&to&address&the&function&of&TrkB/NTSR2,&signaling&activation&was&then&studied.&
(
NTSR2=TrkB(interaction,(BDNF(and(neurotensin(expression(regulation:(We& detected& herein& that& BLCLL& patients’& cells& expressed& significantly& higher& BDNF& transcript&levels& than&observed& in&healthy&B&cells& (Figure( 2C).&Whilst&neurotensin& transcript& levels&were&undetectable& in& BLCLL& patients& compared& to& healthy& donors& (Figure( 2C).& According& to& these&data,&we&next&determined&the&neurotensin&and&BDNF&protein&levels&by&ELISA&in&the&plasma&from&BLCLL&patients&and&healthy&donors.&Indeed,&whereas&BDNF&levels&in&BLCLL&patients’&plasma&were&significantly&higher&than&those&of&healthy&donors&(Figure(2D),&neurotensin&plasma&levels&were&significantly&decreased&in&CLL&patients&in&comparison&to&healthy&donors&(Figure(2E).&Indeed,&the&functional& effect& of& BDNF& or& neurotensin& on& BLlymphocytes& overexpressing& NTSR2& was& next&investigated.&
*NTSR2*overexpression*increases*the*survival*signaling*pathways*induced*by*BDNF:**
To$ explore$ the$ signaling$ pathways$ stimulated$ by$ the$ TrkB/NTSR2$ complex,$ human$ phosphoYMAPK$
proteome$ array$ was$ used$ to$ evaluate$ the$ effect$ of$ BDNF$ (100$ ng/mL)$ and$ neurotensin$ (40$ µM),$
treatment$ on$ BL41$ cells$ transfected$ by$NTSR2$ vector,$ in$ comparison$ to$ the$ empty$ vector$ control.$
Relative$ levels$ of$ protein$ phosphorylation$ were$ quantified$ by$ the$ ratio$ between$ phosphorylated$
protein$ and$ total$ protein$ for$ either$ BDNF$ or$ neurotensin$ treatments.$ Comparisons$ were$ also$
performed$ with$ untreated$ control$ cells$ (PBS).$ All$ data$ were$ normalized$ to$ the$ endogenous$ array$
according$to$the$manufacturer$instructions,$and$the$phosphorylation$ratio$of$BL41$transfected$empty$
vector$ cells$ (BL41YEV),$ and$ BL41$ transfected$ NTSR2$ expression$ vector$ cells$ (BL41YNTSR2)$ were$
determined$(Figure*3A*and*B).$$
Our$ results$ showed$a$ specific$decrease$of$Akt$phosphorylation$ in$NTSR2Yoverexpressing$cells,$after$
BDNF$ treatment$ (Figure* 3A).$ Interestingly,$ BDNF$ enhances$ the$ cYJun$ NYterminal$ Kinase$ (JNK)$ and$
p38YMAP$ Kinase$ phosphorylation,$ in$ the$ NTSR2Yoverexpressing$ cells$ (Figure* 3A),$ whereas$ no$
significant$ change$ was$ observed$ for$ ERK$ activation$ (data* not* shown).$ By$ contrast,$ no$ significant$
difference$ on$ these$ signaling$ pathways$ was$ observed$ between$ NTSR2$ overexpressing$ cells$ and$
control$ones$after$neurotensin$exposure$(Figure*3B).$
Together,$ these$ results$ suggest$ that$BDNF$ treatment$could$ induce$an$ increase$of$ survival$ signaling$
pathways$through$NTSR2/TrkB$complex$depending$on$JNK$and$p38MAPK$activation.$$
To$verify$ the$ functional$effects$of$BDNF$on$BL41Yoverexpressing$NTSR2$cells$survival,$we$evaluated$
their$ apoptotic$ levels$ by$ cytoplasmic$ soluble$ nucleosomes$ quantified$ by$ ELISA.$ After$ a$ 24Yhour$
culture$ on$ basal$ conditions$ (10%$ FCS),$ the$ basal$ apoptosis$ is$ significantly$ reduced$ by$ the$
overexpression$ of$ NTSR2$ receptor$ (Figure* 3C).$ This$ protective$ effect$ of$ NTSR2$ was$ enhanced$ by$
BDNF$ treatment$ (Figure* 3C).$ These$ results$ confirm$ the$ protective$ effect$ of$ BDNF$ on$ NTSR2Y
overexpressing$ cells;$ however$ these$ cells$ were$ more$ sensitive$ to$ the$ stressYinduced$ apoptosis$
induced$by$serum$privation$culture$in$the$absence$of$BDNF$(Figure*3D).$$
*
BDNF* promotes* TrkB/NTSR2* complex* signaling* depending* on* metalloprotease* activity* and* its*
internalization:**
To$ analyze$ the$ TrkB/NTSR2$ signaling$ complex,$ the$ pharmacological$ inhibitor$ SR142978A$ (for$ both$
NTSR1/NTSR2)$was$used$in$overexpressing$NTSR2$conditions$for$24$hours$in$BL41$cells$as$well$as$in$




According$ to$ the$ Kinase$ proteome$ profile$ results$ (Figure* 3A),$ the$ Akt$ activation$was$ decreased$ in$
NTSR2Yoverexpressing$ cells$ treated$by$BDNF$ (Figure* 3A)$ as$well$ as$ in$ presence$of$NTSRs$ inhibitor.$
These$results$suggest$that$BDNF$induces$ERK1/2$and$p38MAPK$activation$survival$signaling$pathways$
through$TrkB/NTSR2$signaling$platform.$
Given$ that$ RTK/RCPG$ signaling$ platform$ may$ involve$ metalloprotease$ (MMP)$ activity$ [10Y12],$ we$
searched$for$MMP$interaction$with$TrkB/NTSR2$activation$by$using$a$broadYspectrum$MMP$inhibitor.$$
Interestingly,$a$1Yhour$preYtreatment$of$ cells$by$ the$MMP$ inhibitor$GM6001$ (10µM)$decreases$ the$
activation$ of$ p38MAPK$ (Figure* 4A).$ Conversely,$ the$ Akt$ activation$ is$ enhanced$ by$ GM6001Y
pretreatment$alone$or$in$BDNFYtreated$cells$(Figure*3*supplementary*data).$This$data$contrasts$with$
the$decrease$of$Akt$activation$obtained$in$NTSR2Yoverexpressing$cells$in$the$absence$of$GM6001.$In$





of$ dynasore,$ an$ inhibitor$ of$ dynamin$ activity$ implicated$ in$ the$ internalization$ of$ protein$ complex$
before$its$degradation$[13,$14]$according$that$dynamin$inhibition$induces$the$blockage$of$the$GPCRs$
internalization$ [15Y17]$after$ its$activation$and$ therefore$ its$degradation$ [18Y20].$The$cell$ treatment$
by$ dynasore$ (40$ µM)$ importantly$ induces$ an$ increase$ of$ JNK$ phosphorylation$ in$ NTSR2Y
overexpressing$ cells,$ indicating$an$ increase$of$ signaling$activation$with$or$without$BDNF$ treatment$
(Figure*4C).$This$could$reflect$a$persistent$signaling$induction,$hypothesizing$degradation/recycling$is$
perturbed$ thus$maintaining$ TrkB/NTSR2$ complex$ at$ the$ plasma$membrane.$ In$ order$ to$ verify$ this$
hypothesis$we$searched$for$NTSR2$localization$to$the$endosomal$compartment.$
                                                                                                                                                                                                   
NTSR2*is*localized*to*the*endosomal*compartment*and*also*regulates*sortilin/NTSRD3*expression:  
The$ endosomal$ compartment$ analysis$ showed$ different$ distribution$ of$ NTSR2,$ especially$ coY




bodies$ (MVB)$ that$ could$ affect$ the$ endosomalYCD63$ localization$ in$ the$ later$ fractions.$ BDNF$
treatment$ of$ NTSR2Yoverexpressing$ cells$ restored$ the$ endosomal$ trafficking.$ These$ results$ could$
signify$that$NTSR2$overexpression$without$BDNF$induces$a$blockage$of$the$endosomal$traffic$towards$
the$lysosomes.$Interestingly,$we$observed$a$shift$on$NTSR2$fraction$localization$with$BDNF$treatment$
(Figure* 5B,$ fraction$ 3,$ indicated$ by$ *);$ this$ shift$ is$ also$ associated$ with$ a$ slight$ change$ of$ the$




expression$ of$ the$ sortilin,$ in$ particular$ in$ the$ B$ cells$ from$ CLL$ patients$ (Figure* 1A),$ whereas$
sortilin/NTSR3$ is$known$to$be$expressed$ in$B$ lymphocytes$ [5,$6].$Accordingly,$ this$vacuolar$protein$
sorting$ 10$ domain$ (Vps10D)$ receptor$ plays$ a$ crucial$ function$ in$ B$ cell$ homeostasis$ and$ in$ the$
intracellular$ vesicle$ trafficking$ between$ the$ transYGolgi$ networks$ (TGN)$ and$ endosome$
compartments$and$participates$in$lysosome$sorting$[21Y24].$In$another$hand,$sortilin$is$essential$for$
intracellular$ sorting$ in$ immune$ cells,$ participating$ in$ destroying$ antigens$ by$ monocytes$
phagolysosomes$ [25].$ Our$ results$ show$ a$ significant$ decrease$ of$ sortilin$ expression$ in$ NTSR2Y
overexpressing$B$cell$lines,$as$in$patients’$CLL$B$cells,$overexpressing$this$receptor$(Figure*1A*and*1C).$
It$was$hypothesized$that$a$defect$of$the$intracellular$trafficking$in$this$model$could$be$involved$in$a$
defect$ of$ degradation$ of$ TrkB/NTSR2$ complex,$ leading$ to$ a$ continuous$ induction$ and$ increase$ of$
survival$signaling$pathways$activation.$Therefore,$given$that$sortilin$expression$is$decreased$in$both$







dendritic$ cells$ (antigen$presenting$ cells:$APCs)$ [25,$ 28].+To$analyze$ the$effects$of$ the$ sortilin$down$
regulation$ induced$ by$ NTSR2$ overexpression,$ sortilin$ and$ NTSR2$ expressions$ were$ analyzed$ in$
exosomes.$The$ supernatant$of$B$cell$ lines$and$BYCLL$patients’$ cells$were$cultured$24h$ in$exosomeY
free$medium.$The$BYCLL$cells$were$stimulated$by$BCR$activation$and$ILY4$as$previously$described$[6].$
Exosomes$ were$ isolated$ by$ differential$ centrifugation$ and$ analyzed$ by$ Western$ blotting.$ The$
exosome$ extraction$ was$ verified$ by$ flotillinY1$ exosomal$ marker$ enrichment$ after$ differential$
centrifugation$(Figure*6A).$The$results$demonstrated$the$expression$of$sortilin$in$exosomes$released$
by$ B$ lymphocytes,$ and$ showed$ that$ the$ expression$ of$ sortilin$ was$ increased$ on$ BYCLLYderived$
exosomes$ was$ more$ important$ than$ the$ unstimulated$ BYCLL$ exosomesYderived$ ones$ (Figure* 6A).$
Sortilin$is$also$expressed$in$exosomes$derived$from$BL41$cell$line.$NTSR2,$overexpressed$in$the$BYCLL$
cells,$ is$ also$ overexpressed$ in$ exosomes$ derived$ from$BYCLL$ cells$ (Figure* 6A).$ Interestingly,$NTSR2$
and$ TrkB$ were$ expressed$ both$ in$ serumYderived$ exosomes$ of$ healthy$ donors$ and$ BYCLL$ patients.$
Both$NTSR2$and$TrkB$expression$were$higher$in$serumYderived$exosomes$of$BYCLL$cells$(Figure*6B).$In$
parallel,$TrkB/NTSR2$complex$was$detected$in$the$serum$derivedYexosomes$from$healthy$donors$and$
BYCLL$patients$ (Figure* 6C).$ These$ two$ receptors,$ detected$ and$ coYexpressed$ in$ the$B$ lymphocytes,$
were$ also$ conserved$ and$ protected$ from$ degradation$ in$ B$ cells,$ and$ also$ released$ in$ exosome$
microvesicles$(Figure*6D),$suggesting$a$functional$role$in$the$B$cell$oncogenesis$and$leukemogenesis.$




The$ implication$ of$ BDNF$ on$ B$ cell$ homeostasis$ had$ previously$ been$ demonstrated,$ acting$ as$ an$
autocrine$loop$promoting$survival$in$apoptoticYinduced$conditions.$This$regulation$was$depending$on$
the$TrkB$activation$through$BDNF$binding,$both$higher$expressed$in$these$conditions$[4,$5].$The$high$
and$ low$affinity$ receptors$TrkB$and$p75NTR$ respectively$have$been$ found$ in$human$ transformed$BY
lymphocytes$and$BYcell$lymphomas$[29].$The$significance$of$this$expression$was$demonstrated$by$the$









this$ GPCR$ NTSR1$ induces$ intracellular$ survival$ PKC,$ ERK1/2$ and$ MAPK$ pathways$ [34].$ We$
demonstrated,$ in$ a$ previous$ work$ that$ the$ GPCR$ Neurotensin$ receptors,$ NTSR1$ and$ NTSR2$ were$
expressed$in$B$lymphocytes$whatever$the$development$stages$[6].$Neurotensin$induces$proliferation$
and$antiYapoptotic$effects$depending$on$the$presence$of$NTSR1$and$ its$ functions$were$ inhibited$by$




expression$ was$ similarly$ maintained$ in$ BYCLL$ to$ those$ of$ normal$ B$ cells.$ Therefore,$ these$ data$
allowed$to$hypothesize$that$NTSR2$could$be$activated$independently$of$NTSR1$and$neurotensin.$The$
function$ of$ NTSR2$was$ already$ uncertain$ except$ in$ a$ study$ reporting$ its$ antiYapoptotic$ effect$ in$ a$
pancreatic$ cell$ line,$ induced$ by$ neurotensin,$ depending$ on$ a$ functional$ complex$ of$ NTSR2$ with$
sortilin,$coYlocalized$to$the$plasma$membrane$[35].$The$NTSR2$expression$in$cancer$cells$was$rarely$
reported,$ except$ its$ overexpression$ in$ cell$ lines$ and$ differentiated$ malignant$ tumors$ of$ prostatic$
cancer$ [7].$ The$ function$ of$ NTSR2$ in$ malignant$ cells$ still$ remains$ to$ be$ determined.$ Hence,$ we$
established$a$B$cell$model$overexpressing$NTSR2$to$study$its$function$and$interactions$with$another$
partner,$ TrkB,$ coexpressed$ in$ B$ cell$ line$ as$ in$ BYCLL$ patients.$ Of$ note,$ the$ NTSR2$ overexpression$
induces$the$downexpression$of$NTSR1$and$sortilin,$similarly$to$those$detected$in$B$lymphocytes$from$
CLL$ patients.$We$ confirmed$ the$ implication$ of$ NTSR2$ on$ the$ activation$ of$ intracellular$ pathways.$
These$ effects$ resulted$ in$ the$ association$of$NTSR2,$with$ the$ Tyrosine$Kinase$ receptor,$ TrkB.$ These$
two$ receptors$ were$ mutually$ regulated$ together$ at$ the$ transcriptional$ level.$ The$ TrkB/NTSR2$
complex$ forms$ an$ active$ RTK/GPCR$ complex,$ which$ can$ activate$ survival$ signaling$ pathways$
p38MAPK,$Erk1/2$and$JNK.$According$to$other$RTKYGPCR$platform$studies$[36Y40],$the$activation$of$
signaling$pathways$ after$BDNF$ treatment$ suggests$ a$ TrkBYmediated$NTSR2$ transactivation,$not$ yet$
reported.$By$contrast,$an$activation$of$NTSR2$induced$by$neurotensin$was$demonstrated$in$betaYTC3$
pancreatic$cell$line$and$in$prostatic$cancer$cells$[7,$35].$However,$in$the$B$cells$overexpressing$NTSR2$
as$ in$ B–CLL$ patients,$ the$ neurotensin$ expression$ is$ drastically$ diminished$ compared$ to$ those$ of$
BDNF.$ In$addition,$the$plasma$of$CLL$patients$ is$marked$by$ low$concentration$of$neurotensin$while$
BDNF$is$highly$expressed.$$
An$ interaction$ of$ TrkB$ and$ G$ proteins$ activation$ was$ previously$ evocated$ in$ astrocytes$ but$ non$
characterized$ [41].$ The$ RTK/GPCR$ complex$ implicating$ neurotrophin$ receptors$ was$ previously$
studied.$ TrkA$ may$ interact$ with$ LPA$ (LysoYPhosphatidate$ receptor),$ a$ GPCR$ type$ receptor.$ The$
complex$ TrkA/LPA$ is$ activated$ by$ the$ TrkA$ ligand,$ NGF$ (Nerve$ Growth$ Factor),$ while$ the$ GPCR$
inhibition$shows$a$decrease$of$MAPK$signaling$[42,$43].$$
We$also$showed$in$this$study,$a$TrkB/NTSR2$intracellular$endosomes$trafficking$disruption,$in$NTSR2$
overexpressing$ cells$ and$ its$ reYestablishment$ to$ the$ formation$ of$ late$ endosomes$ after$ BDNF$
treatments.$ The$ NTSR2$ overexpression$ on$ BYcell$ model$ is$ associated$ to$ a$ negative$ regulation$ of$
sortilin$ expression.$ This$ protein,$ associated$ to$ the$ endosomal$ compartment$ trafficking$ [44],$ was$
shown$in$our$team$associated$to$the$endosomal$sorting$and$trafficking,$particularly$in$the$addressing$
to$the$exocytosis,$as$exosome$microvesicles$[45].$The$in+vitro$NTSR2$overexpression$rat$models$were$
analyzed$ and$ showed$ an$ internalization$ of$ this$ receptor$ after$ neurotensin$ treatment$ that$ was$
required$for$ERK1/2$signaling$activating$[46].$Our$results$displayed$endosomal$localization$of$human$
NTSR2,$and$a$shift$ in$the$endosomal$ localization$of$NTSR2$to$endosomal$compartments$after$BDNF$
treatment.$ It$ colocalizes$with$ early$ and$ late$ endosome,$ EAAY1$ and$Rab7$ respectively,$ but$ shows$ a$
shift$ to$a$new$compartment,$ that$ remains$CD63$positive$ in$ the$ sucrose$gradient,$ known$ to$be$ the$
multivesicular$bodies$(MVBs),$and$also$the$exosome$marker.$The$RTK/GPCR$complex$activation$was$





and$protein$ loading$ into$vesicles$ is$a$complex$cellular$process$ led$by$ESCRT$machinery$ (Endosomal$
Sorting$Complex$Required$for$Transport)$[49,$50,$52,$53].$The$small$GTPase$Rab7$participates$to$the$
endolysosomal$trafficking,$and$considered$as$a$late$endosome$marker$[54,$55].$Our$data$showed$that$
NTSR2$ coYexpression$with$ Rab7$ is$ decreased$ after$ BDNF$ treatment,$ despite$ its$ coYexpression$with$
the$ CD63$ MVBs$ marker.$ The$ high$ amounts$ of$ NTSR2$ protein$ in$ BYCLL$ cells$ could$ reflect$ its$
accumulation$ in$ the$ endosomal$ compartment.$ Protein$ accumulation$ in$ the$ intracellular$
compartments$and$their$oligomerization$could$protect$them$from$degradation.$These$proteins$could$
aggregate$and$accumulate$in$intraluminal$vesicles$(ILVs),$promoting$the$MVBs$fuse$with$the$plasma$
membrane$ and$ ILV$ secretion$ via$ exosomes.$ This$ mechanism$ has$ been$ shown$ especially$ with$ the$




intracellular$ vesicles$ trafficking.$ Sortilin$was$ showed$ to$ be$ associated$ to$ Tyrosine$ kinase$ receptors$
(TrkB$and$EGFR),$forming$complex$termed$TES$(TrkBYEGFRYSortilin)$and$was$implicated$in$endosomal$
trafficking$especially$ in$exosomes$releasing$[45].+This$complex$released$by$oncogenic$cells$mediates$
communication$ and$ signaling$ events$ between$ oncogenic$ cells$ and$ their$ tumor$ microenvironment$
[45].$The$TrkB/NTSR2$complex$is$also$a$survivalYsignaling$complex,$may$be$exchanged$by$oncogenic$
cells$ to$maintain$ cell$ survival.$ However,$ further$ analysis$ of$ the$ NTSRY2$ and$ TrkB/NTSRY2$ complex$








values$ +/Y$ SEM$ of$ each$ gene$ in$ comparison$ with$ nonYactivated$ normal$ B$ cells$ normalized$ to$ an$




(Log2$ RQs)$ values$ +/Y$ SEM,$ and$ normalized$ to$ an$ arbitrary$ value$ of$ 0,$ representing$ the$ basal$




Figure* 2:* TrkBDNTSR2* colocalization* and* their* ligands* expression* BDNF* and* Neurotensin*
respectively:*$
(A)D$WesternYblot$analysis$with$antiYNTSR2,$after$immunoprecipitation$of$TrkB$from$whole$cell$lysate$
of$ B$ cells$ from$ CLL$ patients$ (BYCLL),$ and$ BL41$ cell$ lines$ coYtransfected$ with$ NTSR2$ and$ TrkB$
expression$vectors.$(B)D$Confocal$microscopy$analysis$of$NTSR2$(green)$and$TrkB$(red)$and$their$coY
localization$(yellow$staining,$in$the$merge$image)$in$BYcells$from$CLL$patient.$(C)D$qRTYPCR$analysis$of$
the$neurotensin$ and$BDNF$expression$ in$B$ cells$ from$healthy$donors$ (n$=$5,$ black$histogram),$ and$
chronic$ B$ cell$ leukemia$ (BYCLL)$ (n$ =$ 5,$ white$ histogram).$ Data$ are$ expressed$ as$ mean$ of$ Fold$
Expression$(relative$quantities$or$RQs)$values$+/Y$SEM$of$each$gene$in$comparison$with$nonYactivated$
normal$B$cell$normalized$to$an$arbitrary$value$of$1.$Concentration$of$BDNF$(D)$and$neurotensin$(E)$









according$ to$ the$ manufacturers$ recommendations$ (A)D$ Histograms$ representing$ phosphorylation$
state$ ratio$ between$ neurotensin$ and$ PBS$ treatment$ of$ BL41$ cells$ transfected$ with$ Empty$ Vector$
(white$histograms)$ compared$ to$BL41$cells$ transfected$with$NTSR2$vector$ ratio$ (black$histograms).$
(B)D$Histograms$representing$phosphorylation$state$ratio$between$BDNF$and$PBS$treatment$of$BL41$
cells$ transfected$ with$ Empty$ Vector$ (white$ histograms)$ compared$ to$ BL41$ cells$ transfected$ with$
NTSR2$ vector$ ratio$ (black$ histograms).$ Values$ represent$ a$ mean$ of$ four$ plot$ quantified$
phosphorylation$ state$ Ratio$ +/Y$ SEM$ of$ each$ MAPYKinase.$ Significant$ “p”$ values$ indicated$ in$ the$
graph$ are$ calculated$ by$ phosphorylated$ protein$ ratio$ (Treatment/PBS)$ for$ each$ transfected$ cells$
(Empty$vector$and$NTSR2$vector)$and$evaluated$with$ANOVA$tests.$$
To$analyze$the$survival$effect$of$BDNF$on$NTSRY2$overexpression$cells,$basal$apoptosis$was$evaluated$
on$BL41$cells$ transfected$with$Empty$Vector$ (white$histograms)$or$NTSRY2$expression$vector$ (black$
histograms),$ after$ 24$hours$of$BDNF$ (100ng/mL)$or$PBS$ treatments$ in$ the$basal$ culture$ conditions$
(10%$FCS)$(C).$Stress$induced$apoptosis$was$evaluated$by$24$hours$of$culture$without$fetal$calf$serum$
(0%$ FCS)$ as$ previously$ described.$ BL41$ Empty$ vector$ or$NTSR2$ expression$ vector$ transfected$ cells$
were$ cultivated$ under$ BDNF$ (100ng/mL)$ treatment$ or$ PBS$ as$ control$ (D).$ Apoptotic$ ratio$ was$
evaluated$ by$ ELISA$ nucleosomes$ detection$ and$ quantification,$ in$ each$ condition$ compared$ to$ the$




BDNF$ effects$ on$ signaling$ pathways$ in$ B$ cells$ overexpressing$ NTSR2$ were$ analyzed$ by$ NTSRs$
blockage$with$ SR142978A$ (67nM)$ for$ 24$ hours,$ BL41$ transfected$ cells$ (A)$ or$MecY1$ cells$ (B)$ with$
NTSR2$expression$vector$or$with$empty$vector$were$cultured$with$or$without$100$ng/mL$of$BDNF,$for$
24$ hours.$ The$ implication$ of$ metalloproteases$ on$ the$ complex$ activation$ was$ assessed$ by$ preY
treatment$ of$ cells$ by$ a$ metalloprotease$ inhibitor$ GM6001$ (10µM)$ or$ DMSO$ as$ negative$ control,$
before$BDNF$or$PBS$addition.$Signaling$protein$activation$values$were$evaluated$by$phosphorylated$
ERK$ intensity$on$total$protein$ratio$ (A$and$B).$ (C)$ Internalized$signaling$of$ the$TrkB/NTSR2$complex$
was$evaluated$for$2$hours$BDNF$treatment$with$or$without$NTSR2$overexpression$in$MecY1$(left$hand$
panels)$or$BL41$cells$(right$hand$panels).$The$dynamin$inhibitor,$dynasore$(40µM)$was$added$to$block$
complex$ internalization$ and$ degradation$ after$ treatment.$ Endosomal$ signaling$ activation$ was$




(A* and* B)Y$ The$ localization$ of$ NTSR2$ to$ the$ endosomal$ compartments$ was$ analyzed,$ after$
transfection$ of$ the$ BL41$ cell$ lines$ with$ NTSR2$ expression$ vector$ (B)$ or$ empty$ vector$ (A).$ Cells$
cultured$for$24$hour$and$after,$treated$(blots$on$right)$or$not$(blots$on$left)$with$BDNF$(100ng/mL)$for$
2$ hours.$ Cells$were$ reYsolubilized$ in$ gradient$ buffer.$ Samples$were$ nucleiYfree$ after$ centrifugation$
(1000xg$ for$ 15min)$ and$ loaded$ on$ a$ 5$ –$ 25%$ sucrose$ gradient$ (w/v)$ in$ gradient$ buffer,$ and$
centrifuged$ at$ 40,000xg$ for$ 18$ hours.$ Seven$ fractions$ were$ harvested$ plus$ pellet$ material$ after$
centrifugation$and$analyzed$by$SDSYPAGE.$The$presence$of$NTSR2$ in$ the$early$and$ late$endosomes$




Exosome$ release$ was$ assessed$ for$ the$ BL41$ cell$ lines$ and$ in$ BYCLL$ supernatants.$ BL41$ cells$ were$
cultured$ 24$ hours$ in$ exosomeYfree$medium,$ BYCLL$were$ stimulated$ for$ 24$ hours$ and$ cultivated$ in$
exosomeYfree$medium.$A$total$volume$of$10$mL$of$supernatant$was$harvested$for$each$condition$and$
exosomes$were$ isolated$ by$ differential$ centrifugation$ or$ from$1mL$of$ CLL$ patients’$ serum.$After$ a$
wash$in$PBS,$exosomes$were$solubilized$in$30µL$of$RIPA$lysis$buffer.$(A)D$10$µg$of$exosome$proteins$
from$ BL41,$ stimulated$ and$ unstimulated$ BYCLL,$ were$ analyzed$ by$ Western$ blotting$ with$ an$ antiY
Sortilin$ and$ antiYNTSR2,$ an$ antiYFlotillinY1$was$ used$ as$ a$ exosome$marker.$ (B)D$ 10$ µg$ of$ exosome$
proteins$from$two$healthy$donors$and$two$BYCLL$patient$serums,$analyzed$by$antiYTrkB,$antiYNTSR2$
and$exosome$marker$FlotillinY1.$(C)D$The$whole$exosomes$from$two$serum$donors$and$two$serum$CLL$
patients$ were$ solubilized$ in$ 500$ µL$ of$ immunoprecipitation$ buffer.$ AntiYNTSR2$ was$ used$ for$ the$
immunoprecipitation$ of$ NTSR2$ from$ exosomes$ and$ the$ precipitated$ proteins$ were$ analyzed$ by$
Western$ blotting$ using$ an$ antiYTrkB.$ (D)D$ Exosomes$ from$ two$ BYCLL$ supernatant$ cultures$ and$ the$
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The$ human$ mature$ B$ cell$ line$ (BL41,$ EBVY$ Burkitt$ lymphoma$ cell$ line)$ was$ kindly$ provided$ by$
Professor$ J.$ Feuillard$ (Limoges,$ France),$ and$ the$ human$ chronic$ B$ cell$ line$ leukemia$ Mec1,$ was$
purchased$from$Leibniz$Institute$DSMZYGerman$collection$of$microorganisms$and$cell$cultures.$
Cells$ lines$were$ cultured$ in$ a$ humidified$ 5%$ CO2–95%$ air$ incubator$ in$ 75$ cm2$ flasks$ (Nunc,$ Fisher$
Bioblock$Scientific,$ Illkirch,$France)$at$37°C$ in$RPMI$1640$medium$(Life$Technologies,$Paisley,$U.K.),$
supplemented$ with$ 10%$ FCS$ and$ 1%$ each$ MEM$ vitamins,$ nonYessential$ amino$ acids,$ sodium$
pyruvate,$and$penicillinYstreptomycin$(Life$Technologies).$All$cells$ lines$were$maintained$between$1$
to$2x106$cells/ml,$and$medium$was$replaced$every$3$days.$Peripheral$normal$B$cells$were$cultured$in$




after$ approval$ of$ the$ Institutional$ Ethic$ Committee$ (N°72Y2011Y18)$ in$ accordance$ with$ the$
Declaration$of$Helsinki.$The$cells$were$isolated$from$40YmL$samples$of$venous$blood$obtained$using$
heparinized$Vacutainer$cells$preparation$tube$(Becton$Dickinson,$Le$Pont$de$Claix,$France)$by$FicollY
Paque$ density$ centrifugation$ (Eurobio,$ Courtaboeuf,$ France).$ In$ brief,$ PBMCs$ were$ isolated$ after$
centrifugation$at$300xg$for$30$min.$B$lymphocytes$were$then$isolated$by$negative$B$Cell$Isolation$Kit$
II$Negative$selection$kit$(MACS;$Miltenyi$Biotec,$Paris,$France)$according$to$Manufacturer’s$protocols.$
This$ procedure$ resulted$ in$ 90%$ CD19+$ cells,$ as$ determined$ by$ flow$ cytometry$ analyses$ using$ PE$
cyanine$7–conjugated$antiYCD19$Ab$(Beckman$Coulter,$Villepinte,$France).$$




Cultured$ cells$ were$ stressed$ by$ 24$ hours$ serum$ deprivation;$ incubated$ with$ 40$ µM$ exogenous$
neurotensin$(Calbiochem,$La$Jolla,$CA)$or$100$ng/ml$exogenous$human$recombinant$BDNF$(Alomone$










at$ 4°C$ with$ primary$ antibody$ (Ab)$ diluted$ in$ PBSY1%BSA.$ The$ following$ Abs$ were$ used:$ rabbit$
polyclonal$ antiYNTSR2$ (1/200;$ Alomone$ Labs,$ Jerusalem,$ Israel),$ and$mouse$ antiYTrkB$ (1/100;$ R&D$
Systems,$Lille,$France).$Cells$were$washed$twice$in$PBS$and$incubated$with$1$mg/mL$Alexa$Fluor$488–$
or$ 596–conjugated$ antiYrabbit$ or$ antiYmouse$ IgG$Ab$ (Invitrogen)$ for$ 30$min$ at$ room$ temperature.$
After$two$washes$in$PBS,$cells$were$mounted$in$Mounting$Medium$containing$DAPI$(SigmaYAldrich)$
and$ observed$ using$ a$ fluorescence$microscope$ (Leica)$ and$ confocal$microscopy.$ Negative$ controls$




Human$ NTSR2$ and$ TrkB$ DNA$ on$ pCMV6YXL4$ expression$ vectors$ were$ purchased$ from$ OriGene$
Technologies$(OriGene$Technologies,$Rockville,$USA).$For$transient$overexpression$of$NTSR2$and/or$






Exosomes$ were$ isolated$ from$ the$ BYCLL$ cells$ culture$ and$ B$ cell$ lines$ cultures$ supernatants$ by$
differential$ centrifugation$ as$ previously$ described$ [45],$ or$ from$ 1ml$ of$ CLL$ patients$ and$ healthy$
donors’$ plasma.$ Briefly,$ cells$ were$ cultured$ for$ the$ time$ periods$ as$ indicated$ in$ figure$ legends$ in$
exosomeYfree$medium$and$centrifuged$at$300$xg$for$5$min$at$4°C$to$remove$cell$debris.$Supernatants$
were$ further$ centrifuged$ at$ 16,500$ xg$ for$ 30$ min$ at$ 4°C.$ Next,$ exosomes$ were$ pelleted$ by$
ultracentrifugation$at$110,000$xg$for$2$h$at$4°C,$washed$in$PBS$and$centrifuged$at$110,000$xg$for$2$h$
at$ 4°C.$ For$ each$ exosome$ preparation,$ the$ concentration$ of$ total$ proteins$ was$ quantified$ with$








wash,$whole$cell$or$exosomes$ lysates$were$prepared$using$RIPA$ lysis$buffer* (50$mM$HEPES$pH$7.5,$
150$ mM$ NaCl,$ 1%$ sodium$ deoxycholate,$ 1%$ NPY40,$ 0.1%$ SDS,$ 1$ mM$ PMSF,$ protease$ inhibitors$
mixture$set$III$[2$mg/ml;$Calbiochem],$and$a$15Ymin$centrifugation$at$14,000$xg.$
Equal$ amounts$ of$ proteins$ from$ cell$ lysates$ (50$ µg/lane)$ were$ separated$ on$ 4$ –12%$ SDSY
polyacrylamide$ gels$ (BioYRad,$ Hercules,$ CA)$ under$ denaturing$ conditions$ and$ transferred$ onto$
polyvinylidene$difluoride$membranes$ (Millipore,$Molsheim,$ France).$Nonspecific$binding$ sites$were$
blocked$ for$ 2$ h$ with$ 5%$ nonfat$ dry$ milk$ in$ TBS.$ Membranes$ were$ incubated$ with$ specific$ Ab$
overnight$at$4°C:$rabbit$antiYNTSR2$:1/200$(Alomone$Labs,$Jerusalem$Israel);$mouse$antiYTrkB:1/200,$









supernatant$ was$ transferred$ to$ a$ fresh$ 1.5Yml$ tube.$ Antibodies$ were$ then$ added$ (NTSR2:$ 1/100,$
TrkB:$ 1/100)$ along$with$protein$AYSepharose$ (50$μl),$ and$ samples$were$ incubated$ for$ 16$h$ at$ 4°C.$





To$ investigate$ the$ signaling$ pathways$ activated$ with$ NTSR2$ overexpression$ conditions,$ the$
phosphorylated$kinases$proteome$ProfilerTM$arrays$was$used$(R&D$Systems,$Wiesbaden,$Germany).$
In$brief,$transfected$cells$grown$in$24$wells$plates$and$treated$by$exogenous$neurotensin$(40µM)$or$
human$ recombinant$ BDNF$ (100$ ng/ml)$ for$ 24$ hours.$ Approximately,$ 300µg$ of$ total$ proteins$were$
analyzed$for$this$assay,$as$recommended$by$manufacturers.$The$arrays$were$scanned$and$quantified$




Basal$ apoptosis$ was$ evaluated$ by$ measurement$ of$ cytoplasmic$ soluble$ nucleosomes$ determined$
following$ the$manufacturer’s$ instructions$of$ ELISA$Cell$Death$ kit$ (Roche).$ Cells$were$ seeded$ in$96Y
multiwell$ plate$ (5$ x$ 104$ cells/well)$ and$ cultured$ for$ 24h$with$ 100ng/ml$ rhBDNF$ or$ PBS$ as$ control.$





Total$ RNA$was$ extracted$with$Qiagen$ RNeasy$ isolation$ system$ (Qiagen,$ Hilden,$ Germany),$ treated$
with$ RNaseYfree$ DNase$ I$ (Qiagen),$ and$ quantified$ by$ NanoDrop$ (NDY1000)$ spectrophotometer$
(NanoDrop$ Technologies,$ Wilmington,$ DE)$ at$ the$ absorbance$ ratio$ of$ 260$ and$ 280$ nm.$ The$ RNA$
quality$ was$ evaluated$ with$ Agilent$ 2100$ bioanalyzer$ using$ the$ RNA$ 6000$ Labchip$ kit$ (Agilent$




dye$ 6YFAM$ and$ the$ 3’$ Minor$ Groove$ BinderYNonY$ Fluorescent$ Quencher$ (MGBYNFQ)$ (Applied$
Biosystems).$Experiments$were$performed$in$triplicates$for$at$ least$three$ independent$experiments$
using$400$nM$of$the$forward$and$reverse$primers,$200$nM$labeled$probe,$and$100$ng$cDNA$template$
(RNAYcDNA$ equivalent)$ per$ reaction$ mixed$ with$ TaqMan$ FastYUniv$ Master$ Mix$ 2X$ (Applied$
Biosystems).$ PCR$ runs$ were$ analyzed$ by$ an$ ABI$ Step$ One$ Plus$ realYtime$ thermal$ cycler$ Detection$
System$ (Applied$Biosystems)$with$ a$ twoYstep$PCR$protocol$ (95°C$ for$ 20$ s$ followed$by$40$ cycles$of$
95°C$for$3$s$and$60°C$for$30$s).$The$data$were$normalized$to$HPRT$gene$as$an$internal$control$(Human$




Plasma$BDNF$and$Neurotensin$ levels$were$measured$using$ commercial$ ELISA$kits$ according$ to$ the$
manufacturer’s$ instructions$ BDNF$ Emax®$ ELISA$ (Promega,$ Charbonnières,$ France)$ and$ Human$






ionic$ detergent$ Triton$ X100,$ 2.5%$ (w/v)$ sucrose$ and$ 1$mM$ phenylmethylsulfonyl$ fluoride).$ Nuclei$
were$pelleted$by$centrifugation$at$1000×g$ for$15$min,$the$supernatant$ (0.5$ml)$was$ layered$onto$a$
6.5$ ml$ of$ 5–25%$ (w/v)$ sucrose$ gradient$ (in$ gradient$ buffer),$ and$ components$ were$ resolved$ by$
centrifugation$at$40,000$×$g$for$18$h$at$4$°C.$After$centrifugation,$7$gradient$fractions$of$1$ml$were$
















Names   Sequeces 








P75NTR /NGFR Forward CACCACCGACAACCTCATC 
Reverse AAGCAGAACAAGCAAGGAGC 
Probe CCTACATAGCCTTCAAGAGGTGGAACAGCT 
Sortilin/NTSR3 Forward AGCCAGTGGGTCTCCTACAC 
Reverse CACTCCACAGACCCTGAAGA 
Probe TCCTTGAAAGGAACTGTGAAGAGAAGGACT 
NTSR2 Forward ATCCAGGTGAATGTGCTGGT 
Reverse CCAAGTGCCGTCCACTTCTA 
Probe ACTAACTGCTTTCCTGAATGGGGTCACAGT 






and$ chronic$ B$ cell$ leukemia$ (BYCLL)$ (n$ =$ 5$white$ histogram).$Data$ are$ expressed$ as$means$ of$ Fold$
Expression$ (relative$ quantities$ or$ RQs)$ values$ +/Y$ SEM$ normalized$ to$ an$ arbitrary$ value$ of$ 1$ (***,$
p<0.001).$$
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SR142978A$ (67nM),$ pretreated$ or$ not$ with$ metalloprotease$ inhibitor$ GM6001$ (10µM)$ (DMSO,$
negative$control).$Values$represent$a$phosphorylation$state$Ratio$of$Akt$and$p38MAPKinase$of$each$
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Les travaux réalisés au sein de notre groupe ont précédemment caractérisé la 
fonction des neurotrophines comme facteurs de croissance sécrétés par les 
lymphocytes B au cours de stress cellulaire, responsables ainsi d’une boucle 
autocrine de survie [11, 200, 603]. L’implication des neurotrophines dans 
l’homéostasie des cellules lymphocytaire B a ainsi été démontrée [11, 200] et 
dépend également d’une protéine à domaine Vps-10 (Vacuolar protein sorting-10) la 
sortiline [11, 603]. En effet, la sortiline peut lier les pro-neurotrophines comme les 
neurotrophines matures [53, 153] et participer à la régulation de la balance 
survie/mort cellulaire [9, 154-156].  En effet, sa capacité de liaison au récepteur à 
domaine de mort p75NTR lui confère une fonction de co-récepteur. Le complexe 
sortiline/p75NTR peut ainsi fixer les pro-neurotrophines et activer le domaine de mort 
situé dans la partie intracellulaire du p75NTR et induire l’apoptose [9, 154-156]. La 
sortiline est ainsi impliquée dans l’apoptose des cellules lymphocytaires B, induite 
notamment par le pro-BDNF [11].  
La sortiline possède également un site de fixation à un autre neuropeptide, la 
neurotensine dont elle constitue un des récepteurs, nommé NTSR3 (Neurotensin 
Receptor-3) [367]. Elle peut ainsi induire l’activation d’une signalisation intracellulaire 
de survie par sa liaison à la NTS [503, 538]. Néanmoins, ces fonctions n’ayant pas 
été décrites dans les lymphocytes B, nous avons émis l’hypothèse que les 
lymphocytes B humains exprimant la sortiline pouvaient également être régulés par 
une sécrétion endogène de NTS, de façon synergique à celle des neurotrophines.  
Les résultats obtenus au niveau transcriptionnel (qRT-PCRs) et protéiques 
(Westerns blot, immunofluorescence et de cytométrie en flux) ont montré pour la 
première fois que la NTS ainsi que ses deux autres récepteurs, NTSR1 et NTSR2, 
étaient exprimés dans les lymphocytes B humains normaux ainsi que dans des 
lignées lymphocytaires B correspondant aux différents stades du développement 
lymphocytaire (pro-B, pré-B, B matures ainsi que plasmocytes). NTSR1 et NTSR2 
sont des récepteurs couplés aux protéines-G (RCPG), respectivement de haute et de 
faible affinité pour la NTS. Nos résultats ont montré que l’induction de mort cellulaire 
par stress pro-apoptotique (privation sérique et/ou une activation du récepteur Fas) 
est inhibée par l’addition de NTS exogène. La NTS augmente également la 
prolifération lymphocytaire B. De façon intéressante, les effets prolifératifs et anti-




apoptotiques de la NTS, augmentés en situation de stress cellulaire, sont peu 
significatifs en conditions basales de cultures (10% de SVF). Ces observations sont 
corrélées à l’état d’activation des récepteurs de la NTS. En effet, les récepteurs 
NTSR1 ainsi que la sortiline (NTSR3) sont relocalisés à la membrane plasmique en 
condition de stress cellulaire. De plus, la masse moléculaire (Mr) de NTSR1, évaluée 
en western blot, est légèrement augmentée en condition de stress cellulaire (56 kDa) 
par rapport à celle des conditions basales de culture, et est similaire à celle retrouvée 
dans les cellules de carcinome colorectal (lignées cellulaire HT29) en condition de 
stress sérique. Ces différences pourraient correspondre à des modifications post 
traductionnelles comme cela a été précédemment démontré lors de l’activation de 
NTSR1 qui est alors glycosylé [381], l’activation des protéines-G et la signalisation 
intracellulaire qui en découle étant inhibées par un inhibiteur de la N-glycosylation, la 
tunicamycine.  
Les effets anti-apoptotiques de la NTS sont également inhibés par un 
antagoniste chimique du récepteur NTSR1, le SR48692 ou Meclinertant®. Nous 
avons ainsi démontré le rôle prolifératif et anti-apoptotique de l’axe 
neurotensine/NTSR1 dans les lignées lymphocytaires B. Cette voie d’activation a été 
préalablement démontrée dans plusieurs cancers solides [431, 562-564]. La 
surexpression du récepteur NTSR1 a été associée dans plusieurs études à la 
croissance et à la prolifération des cellules tumorales [392, 395, 427, 431, 463, 569, 
577, 578, 586, 587]. Il a également été démontré que la NTS induisait une 
augmentation des voies de signalisation cellulaire de survie et de prolifération [392, 
582-585]. L’axe NTS /NTSR1 active ainsi des voies de survie autocrines des cellules 
tumorales de cancers solides, notamment d’adénocarcinomes mammaires, 
pulmonaires, pancréatiques et coliques [392, 564, 581, 588, 613, 615, 722].  
Au niveau lymphocytaire, des travaux précédents ont montré que des lignées 
lymphocytaires T (Molt-4 et Jurkat) fixaient la NTS [517] et que celle-ci était 
impliquée dans l’inhibition de la migration induite par l’IL-2 de lymphocytes T malins, 
isolés de lymphome T cutané [519, 520]. Nos travaux nous permettent de mettre en 
évidence que la NTS et ses récepteurs sont également impliqués dans des 
lymphoproliférations B. L’analyse de l’expression de la NTS et de ses récepteurs 
NTSR1 et NTSR2 dans des tissus de patients atteints d’hémopathies B malignes a 
été confirmée dans les ganglions infiltrés par un lymphome diffus à grandes cellules-




B (DLBCL). Néanmoins, elle est également détectée dans des ganglions tumoraux 
de patients ayant un adénocarcinome colique métastatique ainsi que dans des 
ganglions non tumoraux mais inflammatoires (patients ayant une sarcoïdose). La 
NTS, NTSR1 et NTSR2 sont aussi détectés dans les lymphocytes B circulants de 
donneurs sains.  
Si l’expression de la NTS et de ces 2 RCPG est mise en évidence au cours du 
lymphome B, en revanche, une modification de l’expression de ces 2 récepteurs a 
été observée chez les patients atteints de leucémie lymphoïde chronique (LLC). En 
effet, au niveau transcriptionnel, ces lymphocytes B de LLC sont dépourvus de NTS 
et sous expriment NTSR1 à l’inverse de ceux de sujets sains. Par ailleurs, une 
augmentation significativement importante de l’expression du récepteur NTSR2 a été 
détectée dans les cellules B des patients atteints de LLC. Un tel niveau d’expression 
n’a pas été observé dans les ganglions infiltrés par un DLBCL ou un cancer colique.  
La confrontation de ces résultats aux données de la littérature révèle que très 
peu d’études ont décrit l’expression ou la fonction du récepteur NTSR2 au niveau de 
cellules malignes. En oncologie, la plupart des travaux se sont focalisés sur 
l’implication de l’axe NTS /NTSR1 et ont permis de décrypter la signalisation 
cellulaire induite par l’activation du récepteur NTSR1 [460, 578, 599, 613]. La 
surexpression du récepteur NTSR2 par des cellules cancéreuses a été démontrée 
dans un modèle de cancer de la prostate [578]. Ce récepteur est surexprimé dans 
des lignées issues de cancers prostatiques différenciés par rapport à des lignées non 
différenciées dépourvues de récepteurs androgéniques ou à des cellules 
d’adénomes [578].  
L’expression de NTSR2 en cancérologie a également été décrite au niveau de 
xénogreffes de lignées cellulaires de cancer colique (HT29) et de carcinome 
épidermoïde (Fadu), sans qu’aucune association entre le développement, la 
croissance tumorale et le récepteur NTSR2 ne soit démontrée [599]. Par ailleurs, les 
modèles d’expression de ce récepteur obtenus par transfection dans des lignées 
cellulaires (COS-7) ont montré que NTSR2 pouvait s’associer avec le récepteur 
NTSR1, modulant la localisation de NTSR1 au niveau cellulaire, et ainsi son 
activation. En effet, NTSR1 est localisé à la membrane plasmique, alors que sa co-
expression avec NTSR2 le rend principalement intracellulaire [600]; ces données 




suggèrent que NTSR2 induit une séquestration intracellulaire de NTSR1, lui 
conférant une fonction de régulateur de NTSR1 et de sa signalisation  [600, 601].  
La surexpression de NTSR2 dans les cellules B de LLC nous a conduit à sur-
exprimer ce récepteur dans 2 lignées B matures (BL41 et MEC1 transfectées par le 
vecteur d’expression de NTSR-2 humain) afin d’étudier le rôle oncogénique potentiel 
de ce récepteur. Cette surexpression de NTSR2 s’accompagne d’une augmentation 
de l’expression du récepteur TrkB. Nous avons parallèlement observé une diminution 
de l’expression de la NTS, de NTSR1 et de la sortiline, similaire à celles détectées 
des lymphocytes B issus de LLC, suggérant que leurs expressions pourraient être 
régulées par celle de NTSR2.  
Compte tenu de la surexpression transcriptionnelle mutuelle des récepteurs 
TrkB et NTSR2 dans les lignées B transfectées et du maintien de l’expression de 
TrkB dans les cellules B de patients LLC par rapport aux cellules B normales, nous 
avons émis l’hypothèse qu’une régulation commune pouvait intervenir entre les deux 
récepteurs NTSR2 et TrkB. Les analyses ont montré que ces deux récepteurs étaient 
co-exprimés, co-immunopurifiés et co-localisés dans les cellules B de patients, mais 
également dans les lignées B surexprimant NTSR2. Une telle colocalisation n’a pas 
été préalablement décrite que ce soit dans des tissus normaux ou néoplasiques.  
L’interaction entre des récepteurs à domaine Tyrosine Kinase ou RTK, avec 
un RCPG a déjà été décrite [607]. L’interaction entre ces deux types de récepteurs 
forme une plateforme de signalisation cellulaire en présence de l’un des ligands des 
deux récepteurs et induit une transactivation du second récepteur [607-610, 723-
725], notamment  dans le domaine de la cancérologie avec le récepteur à l’EGF 
dans les cancers du pancréas [726, 727], du rein [728], du colon [729], du poumon 
[730, 731] et de la prostate [589, 732]. En effet, l’activation des récepteurs à la NTS, 
notamment NTSR-1, induit l’activation de récepteurs à Tyrosine Kinase, dans le 
cancer de prostate [589], et plus récemment dans le cancer du sein [616] et dans le 
cancer bronchique [595]. 
 La transactivation des récepteurs Trk aux neurotrophines, particulièrement 
celle de TrkB a été également rapporté, ce dernier pouvant être transactivé par la 
liaison de la sérotonine (5-HT) sur son récepteur couplé au protéines-G dans un 
modèle neuronal [733]. La transactivation de TrkB est dépendante de la production 
d’espèces réactives de l’oxygène dans ce modèle [733].  




La transactivation des récepteurs tyrosine kinases peut également être induite 
par l’activation de métalloprotéases via l’activation d’un complexe protéique et la 
production des espèces réactives de l’oxygène qui vont directement phosphoryler le 
domaine Tyrosine Kinase des RTK et enclencher sa cascade de signalisation [607-
610, 723-725]. Cette transactivation peut également être indépendante de 
médiateurs intracellulaires pour la transactivation du récepteur RTK par le récepteur 
RCPG, la transactivation découlant d’une interaction entre les deux récepteurs. Le 
récepteur aux neurotrophines TrkA peut ainsi être transactivé par le RCPG, LPA(1)R  
(Lysophosphatidate receptor-1) [630], tout comme le récepteur au VEGF, le VEGFR-
2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2) par le RCPG, S1P (Sphingosine 
1-phosphate) [734]. Ces deux couples de récepteurs (TrkA/LPA, VEGFR2/S1P) 
forment chacun un complexe de signalisation pouvant transduire un signal 
intracellulaire et activer les voies PKC et ERK [630, 734].  
La formation d’un complexe RTK/RCPG induit une plateforme de signalisation 
pouvant être activée par plusieurs ligands, en l’occurrence les ligands du RTK ou 
celui du RCPG. C’est ce qui est suggéré notamment au niveau du complexe 
RTK/RCPG, VEGFR-2/S1P, l’inhibition de l’un ou l’autre des acteurs de ce complexe 
bloquant la signalisation induite quel que soit le ligand activateur [734]. C’est 
également le cas du complexe TrkA/LPA-Receptor [630, 631]. L’importance 
mécanistique de la formation d’une plateforme de signalisation par un couple 
RTK/RCPG induite par le ligand du RTK a été démontrée pour l’induction de la 
mobilité et la migration cellulaire [735, 736], l’extension des neurites [737], 
l’inflammation et la tumorogenèse [738], ainsi que pour des fonctions anti-
apoptotiques [739]. L’ensemble de ces mécanismes physiologiques et/ou 
physiopathologiques impliquent l’activation de la signalisation des MAPK et des ERK 
[725, 740].  
Dans notre étude, l’interaction TrkB/NTSR-2 peut promouvoir une signalisation 
dépendante du ligand du TrkB, le BDNF. Ces données sont confortées par la co-
localisation des 2 récepteurs et peuvent rejoindre les observations faites par Rose et 
ses collaborateurs, concernant l’activation de TrkB tronqué par le BDNF dans une 
signalisation passant par des RCPG non identifiés [93].  
Toutefois, l’activation du complexe de récepteurs RTK/RCPG conduit au 
recrutement et à l’activation du proto-oncogène c-Src, qui est régulée par la sous-




unités β, γ et α la protéine-G, cette dernière recrute à son tour, des protéines comme 
la β-Arrestin et la dynamine permettant l’endocytose du complexe de récepteurs 
RTK/RCPG [607, 626-629]. En effet, le blocage de la fonction des dynamines 
empêche l’internalisation du récepteur RCPG, et donc du complexe RTK/RCPG ce 
qui induit son maintien au niveau de la membrane plasmique, et l’activation de la 
signalisation par le ligand du RTK [607, 626-629]. Le traitement des cellules 
surexprimant NTSR-2 avec l’inhibiteur des dynamines, le Dynasore, empêche 
l’internalisation du complexe TrkB/NTSR-2 dépendante des clathrines, et induit sa 
persistance au niveau de la membrane plasmique et ainsi une augmentation de la 
signalisation induite par cette plateforme TrkB/NTSR-2.  
La capacité du récepteur NTSR2 à être recyclé à la membrane plasmique 
après exposition à la NTS [478, 741], pourrait permettre également, dans notre 
modèle, d’augmenter l’exposition du complexe membranaire TrkB/NTSR2 au BDNF. 
NTSR2 jouerait ainsi un rôle de co-activateur de TrkB, mais aussi le rôle d’une 
protéine de soutien, participant à la persistance de la signalisation induite par le 
BDNF. 
Nous avons également démontré, par gradient de sucrose, que le trafic 
intracellulaire de NTSR2 concernait, en l’absence de BDNF, les endosomes 
précoces marqués par EEA1 et tardifs marqués par Rab7. Lors de la surexpression 
de NTSR2, on observe une rupture du trafic endosomal qui n’aboutit pas à la 
formation tardive de vésicules à destination lysosomale. L’ajout de BDNF sur les 
cellules surexprimant NTSR2 rétablit ce trafic. Notre hypothèse est que le BDNF 
active le complexe TrkB/NTSR2 et le protège de la dégradation lysosomale. Cet 
excès de complexes internalisés pourrait être libéré par la cellule tumorale sous 
forme d’exosomes qui contiennent, comme nous l’avons démontré, le complexe 
TrkB/NTSR2. Ces données sont renforcées par le fait que les exosomes provenant 
du sérum de patients atteints de LLC sont enrichis en complexe NTSR2/TrkB. De 
plus, le traitement des cellules surexprimant NTSR2 avec du BDNF induit un 
décalage de localisation du récepteur NTSR2 aux niveaux des fractions du gradient 
de sucrose, avec une diminution de la co-expression de NTSR2 avec le marqueur 
Rab7. En effet, cette GTPase participe activement au trafic endo-lysosomal [742, 
743]. Nos résultats montrent un décalage du co-marquage reflétant un potentiel 
échappement au trafic endo-lysosomal du NTSR2, malgré une localisation au niveau 




des MVBs, révélée par la co-localisation au marqueur CD63, ce dernier constituant 
également un marqueur des exosomes. Ces résultats sont confortés par 
l’observation d’une diminution de l’expression de la sortiline, qui participe également 
au trafic endo-lysosomal [489]. Ceci provoque une accumulation des protéines 
NTSR2 et TrkB, qui s’oligomérisent dans les MVBs, induisant leurs fusions avec la 
membrane plasmique et la libération des exosomes. 
  




Conclusion et perspectives 
  





L’ensemble de nos résultats mettent en évidence que NTSR2 exerce une 
fonction de régulation de la survie et de la signalisation lymphocytaire B passant par 
la formation d’un complexe hétérodimérique RTK/RCPG avec TrkB. L’activation de 
ce complexe est induite par le ligand de TrkB, le BDNF, par le biais d’une 
transactivation dépendant de NTSR2 diminuée par un inhibiteur pharmacologique le 
SR142948A. Ces résultats sont particulièrement intéressants dans le cas des LLC, 
qui surexpriment NTSR2 et qui se caractérisent par la présence de ce complexe 
RTK/RCPG. 
Ils restent à déterminer la régulation de ce complexe dans ce cadre 
pathologique, de même que l’importance de l’excrétion exosomale du couple 
NTSR2/TrkB (i) dans l’interaction de ces cellules avec le microenvironnement 
tumoral (nurse cells), (ii) dans la prolifération et la survie et enfin (iii) l’échappement à 
la réponse immune anti-tumorale. En effet, la sécrétion d’exosomes par les cellules 
de LLC est impliqué dans la survie de ces cellules [744] et dans leur échappement à 
la mort cellulaire induite par les lymphocytes NK [745]. 
Parallèlement les cellules de LLC de même que la lignée BL41 surexprimant 
NTSR2 sont caractérisées par une diminution de l’expression de la sortiline. La 
fonction de cette protéine dans le trafic intra-cellulaire et la libération des exosomes 
reste à déterminer dans le modèle de la LLC ; en effet, les travaux de l’équipe ont 
démontré sa fonction de protéine régulatrice de la sécrétion d’exosomes dans un 
modèle de cancer bronchique [714]. De plus, la sortiline, dans ce modèle de cancer 
solide, permet la formation d’un complexe de récepteurs à tyrosine-kinase EGFR-
TrkB. Dans notre modèle de LLC, les cellules se caractérisent, à la fois, par une 
diminution de l’expression transcriptionnelle de la sortiline et par une augmentation 
de son excrétion exosomale, notamment après activation des lymphocytes B 
leucémiques. Il reste à déterminer si l’inhibition complète par shRNA de la sortiline 
résiduelle conduit au blocage de la sécrétion exosomale dans ce modèle.  
Il convient également de déterminer le contenu protéique et nucléique (RNA et 
miR) de ces exosomes. En effet, la sécrétion exosomale de CD20 a été décrite 
comme mécanisme d’échappement des cellules de lymphomes B au rituximab, un 
anticorps humanisé anti-CD20 utilisé en thérapeutique humaine dans la LLC. Une 




autre hypothèse serait la sécrétion exosomale du récepteur à domaine de mort 
p75NTR, limitant ainsi l’apoptose induite par la forme immature du BDNF. 
La colocalisation de NTSR2 avec NTSR1 mise en évidence à l’état basal dans 
les lignées B matures induit également un signal de survie. La fonction de NTSR1 
dans la LLC reste à déterminer. Bien que son expression transcriptionnelle soit 
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Abstract: The neurotensin receptor-3 also known as sortilin is part of the new receptor family of vacuolar protein sorting 
10 protein domain. Growing evidence show that the vacuolar protein sorting 10 protein domain family is implicated as a 
genetic risk factor for neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease, frontotemporal lobar degeneration, and 
Parkinson’s disease, in addition to links associated with type 2 diabetes mellitus, lysosomal disorders, cardiovascular 
disease and atherosclerosis. In fact, sortilin expression is elevated in many human cell lines controlling the trafficking and 
release of neurotrophins. Hence, not surprisingly the imbalance of neurotrophin signaling is implicated in several human 
diseases. The fine regulation of the growth factor, brain derived nerve factor by sortilin mediates both neuronal and tumor 
cell survival, whereas in Alzheimer’s disease sortilin mediated beta secretase-1 trafficking increases the cleavage of the 
beta-amyloid precursor protein. Perturbation of the autocrine/paracrine loop of neurotrophins in combination with the cell 
surface interaction of sortilin with neurotensin receptor 1 or 2 or tyrosine kinase receptor A or B are dramatically 
upregulated in both neurodegenerative diseases and cancer. In cardiovascular diseases, the circulatory low-density 
lipoprotein is closely correlated with sortilin expression in hepatocytes. Herein, this review discusses the multifaceted role 
played by sortilin and its interacting partners in human disease which could be interesting novel target(s) in drug 
discovery. Nevertheless, completely challenging the function of sortilin could prove unfavorable given the important 
universal role of sortilin plays in the body. Hence, metabolism disorders could be relieved with specific targeted 
therapeutic challenge of sortilin function. 
Keywords: Alzheimer’s disease, cancer, Parkinson disease, sortilin, type 2 diabetes mellitus, vacuolar protein sorting 10 
protein. 
INTRODUCTION 
 The vacuolar protein sorting 10 protein (Vps10p) domain 
was originally discovered as a sorting receptor in yeast 
(Saccharomyces cerevisiae) to traffic lysosomal enzymes 
from the Golgi to the vacuole [1]. This lead to the discovery 
of other family members where receptors share the same 
characteristic N-terminal Vps10p domain. Vps10p is a type-
1 transmembrane protein composed of a long extracellular 
domain and a short cytoplasmic domain (Fig. 1). The 
extracellular domain has two homologous regions with a C-
terminal motif at the end of each region containing 10 
cysteine residues (10CC motif). The distance between the 
cysteine residues is evolutionally conserved. In mammalian 
systems, 5 family members are known to exist that contain a 
Vps10p domain, Sortilin, SorLA, SorCS1, SorCS2, and 
SorCS3. 
 In this review we will evaluate the function and role of 
sortilin implicated in neurodegeneration and human disease. 
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SORTILIN FAMILY, ROLE AND FUNCTION 
 The sortilin family differ in structure, all members 
encode a single Vps10p domain (apart from Vps10p has two 
domains) spanning most of the extracellular part of the 
protein that plays an important role in protein interactions 
(Fig. 1). The sortilin family share an N-terminal proprotein 
convertase consensus cleavage sequence (RXXR). A number 
of studies have shown that the sortilin family are firstly 
synthesised as a precursor at the endoplasmic reticulum 
whilst at the trans-Golgi network (TGN) converted to a 
mature form by removal of the propeptide by proprotein 
convertase cleavage [2-6]. The cleavage of the propeptide of 
sortilin opens up the structure by exposing a ligand-binding 
region, hence increasing its affinity to propeptides and 
favouring ligand-binding [4, 5]. The N-terminal domain 
contains additional motifs such as Fibronectin-type III and 
shows the greatest diversity in function between Vps10p 
members. Conversely, the C-terminal region encodes 10 
cysteine residues forming 5 disulphide bridges that are well 
conserved between species [7]. The crystal structure of the 
Vps10p domain shows that the folding of a 10-bladed beta 
propeller forms a tunnel measuring from 25 by 37Å in 
diameter [8]. The large tunnel creates a potential ligand 
binding site whereby ligands such as neurotensin (NT) could 
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bind inside this cavity [8] (Fig. 2). It is unclear whether other 
pro-neurotrophins (pro-NT) such as proNGF (pro-nerve 
growth factor) use the same binding site. A study has shown 
that NT blocks proNGF interaction with sortilin suggesting 
that proNGF uses a similar ligand binding site [8, 9]. This 
suggests the complexity when proNTs interact with sortilin 
since the screening of a sortilin peptide library revealed that 
the surface of the beta-propeller within the region (163-174 
amino acids) RIFRSSDFAKNF was required for receptor 
interaction with proNTs [10]. In addition, a peptide designed 
against this region (63-174 amino acids) can inhibit 
apoptosis induced by proNT in schwannoma cells [10]. 
Sortilin can associate with a number interacting partners in 
the cell, some of these protein interactions will be discussed 
and are summarised in the sortilin interactome (Fig. 3). 
Sortilin has a number of functions in the cell and the protein 
interactions affect its localisation reflecting the role of 
sortilin in protein trafficking (Fig. 2). Cleavage of the N-
terminal propeptide allows the mature receptor to traffic to 
the cell surface through a constitutive secretory pathway. 
This allows sortilin to be exposed to ligands at the surface 















Fig. (2). Sortilin the multifaceted receptor. Schema to show the 
multitude roles played by sortilin in cell survival or cell death, in 
protein transport to the plasma membrane, recycling of binding 
partners to the lysosome, regulated secretion e.g. NT or as a 

























Fig. (1). The structural domains of human vacuolar protein sorting 10 protein (Vps10p)-domain receptors (sortilin, SORLA (sorting 
protein-related receptor with A-type repeats), SORCS1 (sortilin-related receptor CNS expressed 1), SORCS2 and SORCS3). The 
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through a clathrin-dependent pathway using clathrin-coated 
pits and binding to a cargo adaptor protein complex 2. There 
are three main complexes of cargo adaptor that interact with 
sortilin at specific C-terminal binding motifs mediating the 
transport of sortilin between the TGN and endosomes. 
Sortilin can traffic ligands from the cell surface to lysosomes 
and deliver their cargo from the TGN to the endosomes, this 
process is faciltated by the cargo adaptor proteins called c-
adaptin-ear-containing, ADP-ribosylation factor-binding 
proteins (GGA) [11, 12]. In addition, sortilin trafficking has 
been demonstrated to be mediated by adaptor protein 
complex 1 whilst the retromer complex faciliates endosome 
to TGN recycling [13-16]. 
 Sortilin’s cytoplasmic tail shares similarity to the 
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endosomes and endosome to TGN cargo vesicles [15]. In 
addition, sphingolipid activator proteins, acid sphinomyeli-
nase, and cathepsin D and H have been shown to be 
trafficked by sortilin to the lysosomes [14, 17, 18]. These 
studies demonstrate that sortilin has a dual role both in 
endocytosis and in receptor trafficking allowing the correct 
sorting of ligands from the cell surface to lysosomes and the 
traffic of proNTs such as the neuropeptide NT, proNGF and 
brain-derived nerve growth factor (proBDNF) [2, 5, 9, 19-
21]. A growing number of reports indicate that sortilin alone 
or in a complex along with neurotensin receptor 1 can 
regulate NT signaling [22]. Other ligands of sortilin that 
have been identified include thyroglobulin [23]. 
Thyroglobulin is a precursor of the thyroid hormone 
produced by thyroid epithelial cells and released into thyroid 
follicles to produce the thyroid hormones thyroxine (T4) and 
triiodothyronine (T3) [24]. Thyrocytes express sortilin which 
can bind to thyroglobulin with high-affinity in the 
endosomes, followed by trafficking to the lysosomes for 
degrade, and then by precursor recycling via transcytosis. 
 Sortilin being a multifaceted receptor plays a multitude 
of roles in the cell as a receptor or a co-receptor, in protein 
transport such as NT and neurotrophins to the plasma 
membrane and to lysosomes, and in the regulated secretion 
(Fig. 2) [25]. A number of reports indicate that sortilin 
expression is elevated in several human cell lines [26-28]. 
These same reports suggested that NT mediated by sortilin 
stimulated by an autocrine/paracrine function could be a 
mechanism associated with tumorigenesis [26-28]. In 
addition, several members of the Vps10p family of proteins 
including sortilin and also the partners of the retromer coat 
complex, are associated to genetic risk factors for human 
disorders such as Alzheimer’s disease (AD), type 2 diabetes 
mellitus (T2DM), frontotemporal lobar degeneration, and 
Parkinson’s disease (PD). Herein, we will discuss in the 
following sections the connections that associate sortilin 
with each human disease. 
ALZHEIMER’S DISEASE 
 The fatal neurodegenerative disorder, AD characterized 
pathologically by the accumulation of tangles and senile 
plaques linked to the eventual loss of neurons in the 
hippocampus region of the brain. Senile plaques are mainly 
consisting of amyloid-β peptides- Aβ40 and Aβ42 derived 
from the β-amyloid precursor protein (APP) via the action of 
two proteolytic enzymes, namely the β- and γ-secretase. The 
β-secretase-amyloid precursor protein-cleaving enzyme 1 
(BACE1) is a transmembrane aspartyl protease which first 
cleaves APP into a soluble ectodomain and a membrane-
tethered stub that is subjected to further cleavage by the γ-
secretase [29, 30]. The γ-secretase mediates proteolytic 
cleavage of APP generating amyloid peptides (Aβ40 and 
Aβ42) and an intracellular fragment [31]. A growing number 
of studies indicate that the Vps10p domain receptors could 
play a role in AD [32-35]. The levels of sortilin are found to 
be higher in the post-mortem brains of patients [33, 34]. In 
contrast, another study did not observe significant changes in 
sortilin expression but this may reflect the severity and stage 
of disease [36]. However, these discrepancies could be 
explained as a result of aging since the levels of proNGF 
increase naturally with aging along with increases in sortilin 
protein in neurons [9, 32, 37, 38]. Sortilin interacts with a 
number of secretases, regulating and controlling the protein 
traffic through the secretory pathway. Sortilin interacts with 
β-secretase facilitating retrograde transport since deletion of 
the cytoplasmic tail results in the redistribution of BACE1 
from the TGN to the endosome with a prolonged association 
of sortilin1-BACE1 [34]. Chimera analysis reveals that this 
relationship is specific for sortilin and is not observed with 
other Vps10p family members [34]. In addition, the 
expression of sortilin was correlated with increased BACE1 
cleavage of APP, most probably through the promotion of 
BACE1 interacting with sortilin at the TGN. On the other 
hand, down-regulating sortilin expression directly affects the 
production of sAPPβ and Aβ [34]. Moreover, the α- and γ- 
secretases have also been shown to interact with the sortilin 
family and mediate proteolytic cleavage of sortilin [39-41]. 
The cleavage of sortilin can occur both at the cell surface and 
intracellularly [41], most probably in an endocytic 
compartment. The significance of these cleavages is unclear 
but it might be a way to control the function of sortilin and 
its binding partners. For example, sortilin can interact with 
the prodomain of Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 
allowing traffic to the secretory pathway. BDNF is a growth 
factor involved in the control of neuronal function such as 
differentiation, plasticity, and morphology. The proform of 
BDNF induces neuronal apoptosis and depression whilst the 
mature form promotes neuron growth, survival, and 
differentiation [20, 42]. A recent study has demonstrated that 
sortilin via its cytoplasmic tail binds to the prodomain of 
BDNF facilitating trafficking of BDNF through the secretory 
pathway [41]. Expression of a truncated sortilin representing 
the ectodomain released after cleavage by the α-secretase 
perturbed lysosomal targeting and BDNF degradation [41]. 
 A fine balance exists in neurotrophin signaling, an 
imbalance is important for a number of neurodegenerative 
disorders, including AD, Huntington’s disease, PD, anxiety 
and depressive disorders [43]. Amyloid β-peptide can 
interact and activate a number of membrane receptors, 
including the neurotrophins, tyrosine receptor kinase A 
(TrkA) and p75 neurotrophin receptor (p75NTR) [44] and 
even APP itself [45, 46]. Aβ-peptide is a neurotoxic agent to 
cells and is involved in oxidative stress, mitochondrial 
dysfunction, and perturbed calcium homeostasis. Aβ-peptide 
neurotoxicity can be mediated by the neurotrophin receptor 
p75NTR leading to neurodegeneration [47]. Recently, 
Saadipour and colleagues showed that the presence of Aβ42 
in culture media is sufficient to raise both mRNA and protein 
expression levels of sortilin mediated through p75NTR that is 
time and dose-dependent in SH-SY5Y cells [33]. It is well 
appreciated that sortilin acts as a receptor to pro-
neurotrophins proNGF and proBDNF in combination with 
the neurotrophin receptor p75NTR [9, 20]. The mature 
neurotrophins such as NGF and BDNF support growth and 
survival whilst in contrast the pro-forms induce cell death. 
Pro-NTs are secreted by neuronal cells such as neurons and 
glia in response to trauma or in disease such as in the final 
phases of AD [48-53]. 
 Apolipoprotein E (APOE) receptor is a cholesterol and 
lipid transporter expressed mainly in the liver and brain. 
APOE the main risk factor for the sporadic form of AD [54, 
55]. APOE is mainly produced in the brain by microglia and 
astrocytes [56]. Given APOE function is fairly controversial 
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in neurodegeneration, it has been suggested to be involved in 
Aβ clearance, cell signaling, neurotoxicity, inflammation, 
and synaptic transmission [57-59]. One current theory 
proposed that APOE is able to sequester a soluble population 
of Aβ in the extracellular space thus facilitating uptake into 
neurons and catabolism of this peptide [59]. A recent study 
of neuronal cells has identified sortilin as the major player in 
the endocytic pathway to clear complexes of APOE to Aβ 
[60]. 
 Recent studies have shown that TAR DNA binding 
protein 43 (TDP-43) found in ubiquitin and p62 inclusions in 
frontotemporal lobar degeneration (FTLD) and in 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) [61-63]. Furthermore, 
TDP-43 pathology is common in many neurodegenerative 
disorders, including AD, Lewy body disease and Guam 
Parkinson dementia complex [64]. For example, 
approximately 30% of patients with AD present with TDP-
43 pathology implicating that TDP-43 may have a general 
role in neurodegeneration [64]. Familial frontotemporal 
dementia-ubiquitin positive has been connected to genetic 
alterations in the gene of progranulin (PGRN), and 
subsequently the major component of these inclusions has 
identified TDP-43. The tau gene (MAPT) resulting in 
frontotemporal dementia with parkinsonism is linked to 
chromosome 17 [61, 65, 66]. Interestingly, PGRN via its C-
terminus can also associate with sortilin and is secreted, thus 
acts as a mechanism to regulate PGRN levels and in addition 
may mediate degradation of other proteins such as TDP-43 
[67]. Brain and serum levels of PGRN can be elevated 
between 2.5 to 5 fold with the down-regulation of sortilin. 
Together, these data highlight the connections to disease at 
the clinical level that is related to the important role played 
by sortilin in the cellular uptake and endocytosis of PGRN 
[67]. 
PARKINSON’S DISEASE 
 PD is the second common neurodegenerative disease 
observed in humans, characterised by motor symptoms of 
bradykinesia, resting tremor, rigidity and instability of 
posture and balance. It is due to the progressive impairment 
and death of dopamine neurons located to the substantia 
nigra that display some neuronal cell death to several 
neurotoxins such as lactacystin, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine, 6-hydroxydopamine, in PD animal 
models [68-70]. Interestingly, proNGF levels controlled 
through proNGF-p75NTR-sortilin signaling are raised in AD 
patients [48, 52, 71], implicated in spongiform 
encephalomyelopathy [72] and also in the progression and 
pathogenesis of PD [73]. The hallmark of PD is 
characterised by the presence of Lewy bodies and Lewy 
neuritis that consist of aggregated alpha-synuclein (α-syn) 
found in fibrillar portein assemblies in neuronal cells [74, 
75]. Neuronal α-syn is normally involved in regulating 
synaptic vesicle release and trafficking, binding of fatty 
acids and survival [76]. A recent study showed that the 
expression of NGF and TrkA was elevated with 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine treated wild-type mice, 
but not in an autosomal dominant form of PD, the Ala30Pro 
(A30P) mutation α-syn expressing mice [77]. Conversely, 
gene expression of sortilin and p75NTR were higher in A30P 
α-syn expressing animals [77]. 
TYPE 2 DIABETES 
 Diabetes mellitus is a metabolic disorder associated with 
chronic hyperglycemia. Diabetes mellitus is divided into two 
main types, type 1 and type 2 [78]. The subtypes of diabetes 
mellitus vary with respect to etiology, pathogenesis, and 
insulin availability, with the same outcomes of chronic 
hyperglycemia and impaired insulin action [79]. Type I 
diabetes mellitus is a result of an immune-mediated attack 
(autoimmune) by T-cells on the insulin-producing beta cells 
of the pancreas, the islets of Langerhans which subsequently 
leads to beta cell loss and insulin deficiency [80]. This 
disease affects people irrespective of age but is more 
common in children and young adults and often termed 
‘juvenile-onset diabetes’. The most common type is T2DM, 
triggered by insulin resistance and a partial insulin 
deficiency in the body associated to aging, hereditary, 
obesity and physical inactivity [79]. Insulin resistance, 
defined as a defective response of the insulin specific tissues 
such as adipose tissue, skeletal muscle, and the liver to the 
biological effect of insulin circulating that subsequently 
could result in raised insulin levels. A growing number of 
studies have linked members of the sortilin family (SorCS1) 
to diabetes [81-84]. The Rotterdam study implicated that 
patients with T2DM are at a greater risk to develop the 
diseases such as dementia and AD, data from studies in the 
clinic and in epidemiology have given additional confirming 
evidence to support the links between AD and T2DM [85, 
86]. The SorCS1 gene was initially discovered as a T2DM 
quantitative trait locus in rodents [81, 82]. Subsequent 
studies identified SorCS1 in Genome-Wide Association 
Study (GWAS) to be a risk factor for T1DM and T2DM [83, 
84, 87]. In addition, SorCS1 was characterized as a possible 
risk factor for late-onset AD [88] and subsequent studies 
have underlined a function for SorCS1 in regulating APP 
metabolism and Aβ generation [89, 90]. In fact, SorCS1 role 
in Aβ generation could be regulated by the retromer complex 
[89]. Since interacting partners found in mouse brain 
complexes consisting of: SorCS1:APP, SorCS1:SorL1, and 
SorCS1:Vps35, and at the same time, the protein levels of 
Vps35 and SorL1 are downregulated in SorCS1-deficient 
mice, indicating that the possible disruption of the retromer 
in the absence of SorCS1 [89]. Interestingly, this study found 
that female Sorcs1-deficient mice had higher levels of 
endogeneous Aβ correlated with genetic studies of the 
female population presenting with AD and T2DM [83, 88]. 
However, the principal mechanism of how SorCS1 
contributes to retromer regulation remains poorly 
understood. Nonetheless, recent data is emerging that 
indicates disruption of SorCS1 trafficking leads to a 
disturbance in endosomal trafficking and subsequent 
missorting of APP and/or its proteolytic products [91]. A 
tyrosine-based internalization motif at positions 
1132YAQM1135 within the SorCS1 cytoplasmic tail appears to 
be important for the function of the retromer complex [91]. 
This region of SorCS1 is interesting as it lies close to the 
transmembrane domain and upstream of a potential γ-
secretase cleavage at positions 1121KFKR1124 [39]. Thus, it 
remains unclear how SorCS1 contributes to T2DM, even so 
its interaction with the retromer complex common among the 
sortilin family indicates a link between T2DM and AD. It is 
well appreciated that sortilin regulates the intracellular 
transport of GLUT4 (glucose transporter type 4) and is 
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adequate for GLUT4 storage vesicles formation [92-97]. 
Other Vps domain proteins (SorL and Vps35) have been 
identified in rat adipoctyes [98]. In response to insulin, the 
recycling of GLUT4 storage vesicles from the endocytic 
pathway to the TGN is reliant upon retrograde secretory 
pathways and is required for efficient GLUT4 trafficking 
[99]. Notwithstanding, SorCS1 and Vps26a have 
connections to T2DM [83, 84] whilst SORT1 gene has been 
associated to cardiovascular disease (CVD) [100], both are 
independent risk factors for late-onset AD. For further 
reading on the role of GLUT4 in human disease including 
diabetes the readers are recommended to see [101]. 
CARDIOVASCULAR DISEASE 
 CVD involving the heart, the blood vessels (arteries, 
capillaries, and veins) or both, is a leading cause of mortality 
and morbidity in developed countries. There are multiple 
risk factors that contribute to CVD such as age, genetics, 
sex, smoking habits, diabetes and hypertension or 
hypercholesterolemia. In recent years, technology has 
progressed giving rise to next-generation sequencing to 
make way for Genome-Wide Association Study of 
population based cohorts. With these given advances, it was 
possible to identify single nucleotide polymorphisms within 
or close to genes linked that control plasma and lipoprotein 
levels in particular low-density lipoprotein-cholesterol 
(LDL-C) levels [102-110]. The most important region 
identified to chromosome 1p13 which was linked to both 
plasma LDL-C and myocardial infarction in humans [100, 
102, 105, 111]. More than 100 loci have been discovered 
that are responsible for genetical variation in low-density 
lipoprotein (LDL) and high-density lipoprotein cholesterol 
and triglyceride levels [108]. The most significant single 
nucleotide polymorphisms are observed in a gene cluster 
consisting of four genes including the SORT1 gene for 
sortilin. Hence, sortilin is associated as a major risk factor 
for CVD [100]. However, the functional role of sortilin plays 
in the pathogenesis process still remains to be elucidated. 
The role of sortilin on LDL cholesterol and coronary artery 
disease has been controversial in subsequent studies. 
Initially, it was proposed that the increased expression of 
sortilin leads to elevated internalisation of LDL and at the 
same time reducing plasma levels [112]. In contrast, 
Musunuru et al. report from a human cohort analysis of 
hepatocytes and rodent model that the expression of sortilin 
and LDL-C circulating were regulated by a transcriptional 
event through C/EBPα (CCAAT/enhancer binding protein) 
[100]. On the other hand, the expression of sortilin has been 
linked to the circulatory LDL concentration, implicating that 
this could be due to raised VLDL secretion [113]. The 
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) 
previously identified as a variant implicated in lipid 
metabolism [103] functions in the cell to target LDL receptor 
for degradation in lysosomes. In a recent study, sortilin has 
been shown to be colocalised with PCSK9 in the TGN and 
mediates its secretion from hepatocytes [114]. In both a 
mouse model and in a human cohort, the expression of 
sortilin mirrored the plasma levels of PCSK9 i.e. sortilin 
overexpression conferred elevated plasma PCSK9 [114]. 
Discrepancies between the studies discussed could be due to 
the multifaceted nature of sortilin itself. Altogether these 
studies implicate strongly that sortilin is a regulator of 
plasma LDL-C levels playing an important role in lipid 
metabolism. 
OTHER DISEASES 
 Given the important role sortilin plays in the biosynthetic 
pathway, it is not surprising that sortilin is implicated in a 
growing list of human diseases including α-1 antitrypsin 
deficiency (ATD), amyotrophic lateral sclerosis (ALS), 
lysosomal storage disease (I-cell disease, Fabry disease) and 
even cancer. 
 The human disease α-1 antitrypsin deficiency (α1ATD) 
is a genetic disorder leading to decreased α-1 antitrypsin 
(α1AT) activity in the blood and lungs, and accumulation of 
excessive abnormal α1AT protein in liver cells. It is the most 
common genetic disorder, affecting between 1 in 600 and 1 
in 2000 individuals in Europe, whilst in the USA between 1 
in 3000 and 1 in 6000 individuals present with the disease 
[115, 116]. There is often a time-delay (up to 8.3 years) from 
when the patients present with the first symptoms of α1ATD 
to finding a diagnosis [117, 118]. The common cause of 
α1ATD is homozygosity for the mutation that contributes to 
the Z variant of AT (α1ATZ), which is defective in folding 
and secretion. A build-up of α1ATZ in the liver leads to 
α1AT deficiency in the lungs but at the same time α1ATZ 
can aggregate and accumulate in the liver [119]. A recent 
higher eukaryotes genetic screening of conserved genes that 
affect α1ATZ secretion identified sortilin as a key player 
[120]. This study implicated that α1ATZ could be degraded 
in the vacuole after targeting from the Golgi, sortilin is 
believed to deliver aberrant proteins to the vacuole [120]. 
This study is the first to highlight that modification of 
sortilin levels could alter the severity of α1ATZ-associated 
liver disease. 
 Lysosomal storage diseases (LSD) (approx. 60) are rare 
hereditary metabolic disorders caused by defects in the 
function of the lysosome [121, 122]. LSD manifest as a 
consequence of lacking a specific enzyme necessary for lipid 
metabolism or glycosylation resulting in defects in 
lysosomal degradation. LSDs commonly are caused by the 
deficiency of a hydrolase, an activator or transporter 
resulting in buildup of substrates at the lysosome. Most 
substrates are trafficked to lysosomes by two mannose-6-
phosphate receptors by the addition of specific mannose-6-
phosphate residue to the synthesized hydrolases [123]. A 
majority of the LSDs are inherited autosomally recessive for 
example, Niemann-Pick disease, type C whilst only some are 
recessively X-linked inherited such as Hunter syndrome and 
Fabry disease. A number of studies have demonstrated the 
role of sortilin facilitating transport from the Golgi to the 
lysosome of many lysosomal proteins including sphingolipid 
activator proteins such as prosaposin and GM2 activator 
protein; acid sphingomyelinase, cathepsins H and D [17, 
124-126]. The role played by sortilin in LSDs has been 
previously reviewed [127]. 
 Cancer is a chronic disease defined as a malignant 
neoplasm resulting from uncontrollable cell growth [128]. 
There are more than 200 different types of cancer that have 
been classified. Cancer can be caused by a number of factors 
such as genetic; lifestyle such as diet, tobacco use, and 
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exercise; some infections; and environmental contact to 
certain chemicals and radiation. Cancer cells divide and 
extensively proliferate to form malignant tumors that are 
able to invade neighbouring tissues. Also the cancer may 
invade the rest of the body using the blood/lymphatic 
system, this is the start of metastasis. Before invasion and 
metastasis, the tumor cells need to invade through tissues 
towards blood vessels allowing a replenishment of fuel such 
as nutrients and oxygen and also the ability to remove waste 
products and carbon dioxide. Hence, the tumor induces local 
angiogenesis, a vascularisation process mediating new blood 
vessels to enter the tumor through weak cell-cell junctions 
creating a route for tumor cells to exit [129]. 
 Given the important function of pro-neurotrophin 
receptors such as sortilin play in cellular development, cell 
survival and death [130]. An imbalance in cellular 
homeostasis can be affected by neurotrophin signalling 
which could lead to the progression of cancer [130, 131]. 
Not surprising, sortilin expression is elevated in several 
human cancer cells including brain, prostate, colon, 
pancreas, skin, pituitary [26-28, 131, 132]. Some of the 
initial studies demonstrated that a furin-cleaved form of 
sortilin could bind NT at the cell surface [2, 5] and traffic 
NT to the endocytic pathway whilst maintaining a constant 
level of sortilin expression at the cell surface [19]. In a later 
study, sortilin was shown to be released from cells requiring 
cleavage of sortilin luminal domain by a protein kinase C-
dependent protease [133]. However, the mechanism used for 
sortilin release from these cells and the consequence to the 
microenvironment is uncertain. In colon cancer, sortilin 
forms a dimeric complex with NTSR1 which is internalised 
upon NT stimulation [134]. The binding of NT to sortilin-
NTSR1 and trafficking of this complex induces signaling 
pathways by modification of mitogen-activated protein 
(MAP) kinases and the turnover of phosphoinositide (PI) 
facilitated by NTSR1 [134]. It is not known why sortilin is 
released from cancer cells but evidence is now emerging to 
implicate that sortilin may modify the neighbouring 
cells/environment. Massa and colleagues studied the human 
adenocarcinoma epithelial cell line (HT29) to assess the 
ability of soluble sortilin to be released and internalised 
using radioreceptor assays and microscopy [135]. The 
binding of soluble sortilin is independent from the 
transactivation of the epidermal growth factor receptor 
(EGFR) resulting in raised intracellular calcium 
concentration and significant activation of PI3 kinase 
pathway through Akt phosphorylation dependent upon of 
FAK/Src phosphorylation [135]. The PI3 kinase pathway is 
implicated in the survival mechanisms of cancer cells [136]. 
The action of soluble sortilin could be explained to have an 
autocrine/paracrine function. 
 However, it is important to remember that the immune 
system plays an important role in these diseases. Microglia 
cells are the resident macrophages located in the brain and 
spinal cord, and are the main immune defense in the CNS. 
The human microglial cell line C13NJ lacks the expression 
of NTSR1 and NTSR2 but sortilin is present. Neurotensin-
treatment of these cells activates both PI3K and MAPK 
pathways (ERK1/2 and Akt) and thus elicits cell migration 
function [137]. Sortilin is already expressed in Natural Killer 
cells [138] and B-Cells [139, 140], plays a crucial function in 
the cellular homeostasis, inducing cell death by its 
interaction with p75NTR receptor. Sortilin is up-regulated in 
macrophages in response to mycobacteria infection [141]. 
Bacteria destroy antigen processing, loading and phagosome 
maturation in monocyte cell processes implicating many 
acidic enzymes, mediating sphingomyelinase and prostatin 
transport from the Golgi to phagosomes in dendritic cells 
[142]. The Sortilin-/- mouse model perturbs secretory 
lysosomes (Granzyme A), therefore increases the cytotoxic 
function of the cytotoxic T-lymphocytes and Natural Killer 
cells. The same model induces an interferon-γ retention in 
the TGN, and its accumulation in the early endosome [143]. 
 The lipopolysaccharides treatment of skin dendritic cells 
decreases NTSR1, NTSR2 and sortilin expression [144]. On 
the other hand, NT down regulates the pro-inflammatory 
properties of these cells [144]. In microglial C13NJ cells, 
sortilin mediates cytokines and chemokine expression [145]. 
Larsen and colleagues demonstrated that sortilin facilitated 
the signaling of ciliary neurotrophic factor through 
gp130/leukemia inhibitor factor receptor and STAT3 
activation [146]. Ciliary neurotrophic factor belongs to the 
helical type-I cytokine receptor family which includes 
interleukins -6 and -11, leukemia inhibitor factor, oncostatin 
M, playing key roles in physiological and pathophysiological 
processes. 
 A number of reports have hinted that NT mediated by 
sortilin stimulated by an autocrine/paracrine function could 
be a mechanism associated with tumorigenesis [26-28]. The 
cell responds to two types of neurotrophin signal, one 
elicited by the p75NTR and the other by Trk tyrosine kinase 
receptors [147]. Sortilin can interact with either of these 
receptors but the consequential outcome affects cell survival. 
Sortilin traffics from the TGN to the cell surface through the 
secretory pathway where it interacts with p75NTR that can 
signal a pro-neurotrophin-induced cell death. The signals 
induce cell death by the pathway of c-Jun N-terminal kinase 
3 and caspases 3, 6 and 9 [49, 53, 148, 149]. Trk interaction 
with sortilin promotes cell survival and in the case of 
neuronal cells stimulates cell survival, differentiation, 
innervation and plasticity /effect cell survival. Sortilin can 
associate with all the Trk receptors (A, B and C) [130, 131] 
implicating an important role in cell survival that is disrupted 
in human disease. 
CONCLUSION AND FUTURE PERSPECTIVES 
 In this review we have examined the global role of 
Vps10p domain receptors namely sortilin play in 
neurodegeneration and human disease (summarised in Table 
1). Sortilin plays a multitude of roles in the cell as a 
receptor/co-receptor, as a protein transporter in the secretory 
pathway and in regulated secretion. The expanding list of 
sortilin interacting partners will identify and highlight the 
mechanistic role of sortilin in human disease (Table 1) and at 
the same time, the importance of studying the role of Vps10p 
domain receptors. Sortilin expression levels both at the 
transcript and protein level are modulated in different human 
diseases with growing evidence for both genetic risk and 
direct interaction. Recently, a novel specific sortilin inhibitor 
(A38469) was developed which could prove a useful tool for 
studying sortilin and disease mechanisms [150]. Future 
therapeutic strategies in drug discovery are required to 
challenge the function of sortilin in human diseases. 
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Nevertheless, to completely challenge the function of sortilin 
could prove detrimental to the cell/organism given the 
important ubiquitous role of sortilin plays in every cell in the 
body. Nanotechnology targeting based drug therapy could 
offer the possibilities to target active molecules only to the 
site of action, without affecting other organs. Therefore, a 
fine tune balance of sortilin action in the cell would be 
necessary and most beneficial [151]. 
LIST OF ABBREVIATIONS 
α-syn = Alpha-synuclein 
α1ATZ = Z variant of antitrypsin 
AD = Alzheimer’s disease 
APOE = Apolipoprotein E receptor 
APP = Amyloid precursor protein 
ATD = α-1 antitrypsin deficiency 
BACE-1 = Beta secretase-1 
BDNF = Brain derived nerve factor 
CVD = Cardiovascular disease 
GLUT4 = Glucose transporter type 4 
LDL = Low-density lipoprotein 
LDL-C = Lipoprotein-cholesterol 
LSD = Lysosomal storage diseases 
NT = Neurotensin 
NTSR1 = Neurotensin receptor-1 
p75NTR = p75 neurotrophin receptor 
PCSK9 = Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 
PD = Parkinson’s disease 
PGRN = Progranulin gene 
Pro-NT = Pro-neurotrophins 
proNGF = Pro-nerve growth factor 
T2DM = Type 2 diabetes mellitus 
TDP-43 = Transactive response DNA binding protein 43 
TGN = Trans-Golgi network 
TrkA/B = Tyrosine kinase receptor A or B 
Vps10p = Vacuolar protein sorting 10 protein 
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Les neurotrophines sont des facteurs de croissance initialement découverts dans le 
système nerveux et ayant pour rôle de contrôler la croissance, la prolifération et la survie des 
cellules neuronales et astrocytaires, mais aussi dans de nombreux autres tissus. Les 
neurotrophines peuvent interagir avec leurs récepteurs de haute affinité Trks. Les travaux 
précédemment réalisés au sein de notre équipe ont mis en évidence une boucle de régulation 
autocrine, en réponse à un stress cellulaire, et ce de façon dépendante des neurotrophines, 
notamment du BDNF, dans plusieurs lignées lymphocytaires B humaines, à différents stades 
de différenciation. Les cellules produisent du BDNF qui agit de manière autocrine sur son 
récepteur spécifique, TrkB. Le transport du BDNF est assuré par la sortiline, une protéine à 
domaine Vps10. Les neurotrophines sont également synthétisées sous forme de progéniteurs 
biologiquement actifs, les pro-neurotrophines. Le pro-BDNF interagit avec le récepteur aux 
neurotrophines à domaine de mort p75NTR, l’interaction du pro-BDNF avec le récepteur 
p75NTR et de son co-récepteur, la sortiline, induit l’apoptose des lymphocytes B. La sortiline 
est exprimée dans les lymphocytes B humains, les lignées de lymphocytaires B. La sortiline, 
également appelée NTSR3, peut lier un autre neuropeptide, la neurotensine (NTS). Identifiée, 
dans le système nerveux, où elle joue un rôle de neurotransmetteur, impliqué dans l’analgésie 
et la thermorégulation. Elle est également présente dans le tube digestif, où elle est impliquée 
dans la régulation de la digestion et le contrôle et de la glycémie. La fonction de la 
neurotensine est associée à l’activation de la sortiline mais aussi de ses deux récepteurs à 
protéine G, le récepteur de haute affinité, NTSR1 et le récepteur de faible affinité, NTSR2. La 
NTS est impliquée dans l’oncogenèse de nombreux cancers solides via sa liaison au récepteur 
NTSR1 principalement mais également au récepteur NTSR2, notamment dans un modèle de 
cancer prostatique. Nous avons démontré pour la première fois l’expression de la neurotensine 
et de ses récepteurs NTSR1 et NTSR2 dans les lymphocytes B humains. Le stress pro-
apoptotique induit par la privation sérique favorise une relocalisation des récepteurs NTSR1 
et sortiline à la membrane plasmique. Au sein de ces cellules, la neurotensine induit une 
augmentation de la prolifération et une diminution de l’apoptose. Ces effets de la NTS sont 
bloqués par l’inhibiteur de NTSR1, le SR48692/Meclinertant. Les analyses transcriptionnelles 
ont détecté une surexpression du récepteur NTSR2 au sein des lymphocytes B purifiés de 
patients ayant une LLC et au niveau des ganglions de patients atteints de lymphomes B en 
revanche, l’expression de la neurotensine est réduite. La surexpression de NTSR2 induit 
l’activation transcriptionnelle de TrkB, autre récepteur exprimé par ces lignées comme par les 
cellules de LLC de patients. La co-localisation de ces 2 récepteurs a été démontrée. Ce 
complexe protéique induit l’activation des voies de signalisation ERK, p38MAPK et JNK, 
après traitement par le BDNF, le ligand de TrkB. Ces données suggèrent un phénomène de 
transactivation entre ces 2 récepteurs, dépendant des métalloprotéases. Le blocage de 
l’internalisation de ce complexe protéique, induit une augmentation de l’activation des voies 
de signalisation. Le trafic intra-cellulaire endosomal de ce complexe apparaît perturbé dans 
les cellules surexprimant NTSR2, ce qui pourrait conduire à son accumulation comme cela est 
détecté dans les cellules de LLC. Ces cellules leucémiques se caractérisent également par une 
production d’exosomes contenant le complexe TrkB/NTSR2, sécrété en extra-cellulaire et 
retrouvé en excès dans le plasma des patients en comparaison à des témoins volontaires sains.!
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